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Les kinases de la famille Polo (PLK) jouent un rôle majeur durant le cycle 
cellulaire, notamment en promouvant des processus essentiels tels que l’entrée en phase 
M et la sortie du cycle cellulaire. Elles sont également impliquées dans plusieurs cancers 
et ont un fort pouvoir tumorigène. Notre laboratoire a récemment montré que Cdc5 (la 
kinase PLK chez Saccharomyces cerevisiae) est également nécessaire pour l'adaptation 
aux dommages à l'ADN, et que la cible critique de Cdc5 au cours de ce processus 
pourrait être une cible peu conventionnelle localisée aux centrosomes de levures. Dans le 
but d’identifier ce substrat, une analyse intégrale du phosphoprotéome de PLK/Cdc5 par 
spectrométrie de masse devra être réalisée. Pour ce faire, un allèle CDC5 sensible à la 
température, c’est-à-dire une version mutante qui devient inactive à température élevée, 
devra être utilisée. Cet allèle devra être thermosensible à 30°C, afin de s’assurer qu’il sera 
le seul à être inactivé à cette température et que, par conséquent, seuls les substrats de 
Cdc5 seront identifiés. À cet effet, nous avons généré deux allèles cdc5 thermosensibles à 
30°C : cdc5-17 et cdc5-18, puis analysé leur cycle cellulaire à 32°C. Les résultats de cette 
analyse ont montré que l’exposition des cellules à 32°C résulte en leur blocage en fin de 
mitose sous la forme bourgeonnée, témoignant d’un défaut dans la promotion de la sortie 
de la mitose. Ce défaut est causé par la mutation du gène CDC5 dont la protéine favorise 
la sortie de la mitose via deux voies : la voie du MEN (Mitotic Exit Network) et la voie du 
FEAR (Cdc Fourteen Early Anaphase Release). cdc5-17 et cdc5-18 représentent des 
outils biologiques précieux qui permettront de mieux analyser le phosphoprotéome de 
PLK/Cdc5 et de mener à l’identification des cibles de Cdc5 lors de la réponse 
d’adaptation aux dommages à l’ADN. Étant donné que l’adaptation aux dommages à 
l’ADN causés par des chimiothérapies représente l’un des facteurs permettant la 
prolifération des tumeurs cancéreuses, cette découverte serait un grand pas dans la lutte 
contre le cancer. 
 





Polo-like kinases (PLK) play a crucial role during the cell cycle, especially in 
promoting essential processes such as M phase entry and mitotic exit. They are also 
involved in many cancers and are highly tumorigenic. Recently, our laboratory showed 
that Cdc5 (i.e., the Polo-kinase of Saccharomyces cerevisiae) was required for the 
adaptation response to DNA damage, and that the target of Cdc5 during this process 
would localize to the yeast centrosomes and might be a less conventional substrate. In 
order to identify it, an in vivo analysis of the whole phosphoproteome of PLK/Cdc5 by 
mass spectrometry has to be to done. Accordingly, a thermosensitive allele of CDC5, i.e. 
a mutant version that can be inactivated at high temperature, has to be used. This allele 
has to be thermosensitive at 30°C, in order to make sure that only cdc5 will be inactivated 
and that only its substrates will be identified. For this purpose, we created two cdc5 
alleles that were thermosensitive at 30°C: cdc5-17 and cdc5-18, and then we analyzed 
their cell cycle at 32°C. The results of this analysis showed that cells exposure to 32°C 
resulted in their arrest at the end of the cell cycle as large-budded cells, which points 
towards a defect in the promotion of mitosis exit. This defect is due to the mutation of 
CDC5 whose protein allows the exit from mitosis via two pathways: the MEN pathway 
(Mitotic Exit Network) and the FEAR pathway (Cdc Fourteen Early Anaphase Release). 
cdc5-17 and cdc5-18 represent precious biological tools that will allow us to analyze 
PLK/Cdc5 phosphoproteome and to identify Cdc5 targets during the adaptation response 
to DNA damage. Since the adaptation to DNA damage caused by chemotherapeutic 
agents is considered one of the factors promoting cancer tumors proliferation, this 
discovery will be a huge step in the fight against cancer. 
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I. Aperçu du cycle cellulaire chez les eucaryotes  
Le cycle cellulaire est une série d’événements coordonnés qui permettent à la cellule 
mère de se diviser en deux cellules filles parfaitement identiques. Il est divisé en deux 
phases majeures : l’interphase et la mitose 1. L’interphase est elle-même divisée en : G1 
(Espacement 1), caractérisée par une augmentation de l’activité métabolique de la cellule 
et de la croissance cellulaire, suivie de la phase S (Synthèse) durant laquelle le matériel 
génétique de la cellule est répliqué, puis finalement par la phase G2 (Espacement 2) où la 
cellule continue à croître et à synthétiser toutes les protéines dont elle a besoin pour la 
division cellulaire 2, 3. La mitose, également appelée phase M, est caractérisée par la 
séparation égale du matériel génétique de la cellule mère entre ces deux cellules filles, 
donnant ainsi naissance à deux cellules parfaitement identiques d’un point de vue 
génétique 2. 
Compte tenu de l’importance majeure du cycle cellulaire, il doit être finement 
contrôlé afin d’assurer le bon déroulement de la séquence d’évènements. Les cyclines 
CDK ont été identifiées comme étant les principaux régulateurs du cycle cellulaire chez 
les eucaryotes. Pourtant, les recherches ont montré que les cyclines-CDK n’étaient pas 
seules à contrôler tous les événements du cycle cellulaire, et que le contrôle de la division 
était en réalité le fruit d’une étroite collaboration entre kinases et phosphatases  4. Parmi 
ces collaborateurs figurent des régulateurs majeurs du cycle cellulaire : les kinases de la 





II. Les kinases de la famille Polo (PLK) : des régulateurs aux multiples 
facettes 
1. Découverte des PLK 
Il y a de cela vingt-sept ans, des expériences de criblage génétique réalisées chez la 
drosophile ont montré que la mutation du gène polo résultait en des fuseaux mitotiques 
anormaux 6. Plus tard, d’autres études ont montré que le gène polo codait pour une kinase 
essentielle pour la régulation de la division cellulaire aussi bien en mitose qu’en méiose. 
Des études subséquentes ont montré que la kinase Polo était hautement conservée de la 
levure jusqu’à l’être humain 7. Cinq kinases Polo ont été identifiées chez Homo sapiens: 
PLK1-5 8. Chez Drosophila melanogaster, les recherches ont montré l’existence de deux 
kinases Polo : Polo et PLK4. Les deux levures Schizosaccharomyces pombe et 
Saccharomyces cerevisiae, quant à elles, ont chacune une seule PLK : Plo1 et Cdc5 
respectivement 9, 10. 
2. PLK : structure, évolution et conservation  
Les PLK sont caractérisées par la présence d’un domaine sérine/thréonine kinase dans 
leur partie N-terminale relié par une séquence de liaison inter-domaines (Inter-domain 
linker, abrégé en « IDL ») à un domaine boîte Polo (PBD) dans la partie C-terminale de 
la protéine 11. Le domaine PBD de la majorité des PLK, incluant PLK1 et Cdc5, est 
constitué de deux boîtes Polo qui forment une poche capable de lier des motifs 
phosphorylés situés sur ses protéines cibles 12, 13 (Figure 1). PLK2 et PLK3 ont des 
domaines catalytiques similaires à ceux de PLK1 et possèdent également deux boîtes 
Polo dans leurs PBD respectifs 14, 15 (Figure 2). En revanche, la séquence du domaine 
catalytique de PLK4 diverge de celles des autres PLK et le PBD de PLK4 n’a qu’une 
seule boîte Polo 16, 17 (Figure 2). En ce qui concerne PLK5, c’est une kinase inactive qui 







Figure 1. Représentation schématique et structure quaternaire de PLK1 (reproduit 
de Zitouni, S., et al. 2014). La majorité des PLK ont des structures similaires à celle de 
PLK1, avec un domaine kinase en N-terminal et un domaine PBD en C-terminal, reliés 
par un lien inter-domaine (IDL). Chez PLK1, les résidus Ser137 et Thr210 (représentés 
en orange) sont conservés et sont importants pour l’activité kinase de la protéine. La 
poche formée par les deux boîtes Polo (PB1 et PB2) reconnait les peptides phosphorylés 
sur leurs sérines et thréonines (représentés en violet) et dont la séquence consensus est 
Ser-[pSer/pThr]-[Pro/X], permettant ainsi la régulation de l’interaction de la kinase avec 








Figure 2. Les différents domaines des PLK chez l’Homme (reproduit de Zitouni, S., et 
al. 2014). PLK1, PLK2 et PLK3 partagent une architecture similaire avec un domaine 
kinase en N-terminal et un domaine PBD formé de deux boîtes Polo en C-terminal. PLK4 
possède un domaine catalytique avec une séquence divergente de celles des autres PLK, 
un PBD cryptique qui lui est spécifique et un PBD composé d’une seule boîte Polo. 
PLK5 est une pseudo-kinase qui n’a pas certains résidus essentiels dans son PBD et qui 
sont essentiels pour la reconnaissance des substrats. Notez bien que la boîte de 
destruction (D-box) se trouvant entre les domaines kinases et PBD chez PLK1 est 
essentielle pour sa dégradation, mais qui n’est pas conservée dans PLK2, PLK3 et PLK5. 







Les études qui ont porté sur l’évolution des PLK ont révélé que PLK1 était le 
membre ancestral des PLK et que les PLK2-5 étaient issues d’évènements de duplication  
16. Il se trouve également que tous les organismes ayant des PLK en possèdent une qui est 
hautement exprimée durant le cycle cellulaire et qui accomplit plusieurs fonctions 
essentielles pour le bon déroulement de la division de la cellule mère 5, 18, notamment 
celles de l’assemblage du fuseau mitotique et de la cytocinèse 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25. Ces 
PLK sont PLK1 chez les mammifères, Polo chez Drosophila melanogaster, Plx1 chez 
Xenopus laevis, Plo1 chez Schizosaccharomyces pombe et Cdc5 chez Saccharomyces 
cerevisiae 5 (Figure 3). En ce qui concerne les autres PLK, le nombre de tâches que leur 
a léguées l’évolution semble limité à quelques fonctions : PLK4 et PLK2 (chez l’être 
humain) sont toutes deux impliquées dans la duplication des centrioles 26, 27, 28, PLK3 est 
nécessaire pour la réplication de l’ADN 29 et PLK5 est essentielle lors du développement 




Figure 3. Les membres de la famille PLK chez les différents organismes (reproduit 
d’Archambault, V. et al. 2015). Saccharomyces cerevisiae (S.c.), Drosophila 
melanogaster (D. m.), Schizosaccharomyces pombe (S. p.), Xenopus laevis (X. L.) et 
Homo sapiens (H. s.). Les orthologues de PLK1 sont représentés en vert. 
Notez que, dans ce qui suit, les aspects et les fonctions qui seront abordés 
concerneront exclusivement PLK1 et ses orthologues (Polo et Cdc5), et que l’appellation 
PLK fera désormais allusion à ce groupe de kinases. 
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3. Régulation spatiotemporelle de l’activité des PLK  
L’activité des PLK est finement régulée tout au long du cycle cellulaire. La régulation 
spatiale de PLK est assurée par ses interactions avec ses substrats, ce qui permet de la 
localiser au bon endroit; alors que la régulation temporelle inclut la régulation de son 
expression, de sa phosphorylation et de sa dégradation 5. 
3.1.Régulation temporelle de la kinase Polo  
3.1.1. Régulation de l’expression de PLK 
Le niveau d’expression de PLK est sous le contrôle de plusieurs activateurs et 
répresseurs qui agissent durant différentes phases du cycle cellulaire. En G1, l’expression 
de PLK1 est réprimée par la liaison de p53 et/ou p21 à CDE/CHR (cell-cycle-dependent 
element/cell cycle gene homology region) 31, un élément se trouvant dans le promoteur du 
gène PLK1 32. La protéine Rb participe également à la répression de PLK1 
indépendamment de l’élément CDE/CHR 32, 33. En G2, la transcription de PLK est activée 
par des facteurs de transcription appelés FKH-TF (Forkhead transcription factors) autant 
chez les mammifères 34, 35 que chez les levures 36, 37.  L’expression de PLK est la plus 
élevée lors de la transition G2/M 31. 
3.1.2. Régulation de la phosphorylation de PLK  
Avant l’entrée en mitose, PLK1 est activée par la phosphorylation du résidu Thr210 
dans sa boucle T (T-loop) par Aurora A en présence de son cofacteur BORA 38. Ce résidu 
semble important pour l’activation de la kinase, d’où sa conservation chez les autres 
PLK. Par contre, l’activation de PLK  par la voie BORA-dépendante ne paraît pas être un 
processus conservé étant donné qu’aucun homologue de BORA n’a été identifié chez 
Saccharomyces cerevisiae  5. 
Il se trouve également que PLK peut être phosphorylée sur d’autres résidus par 
d’autres kinases : par exemple, la phosphorylation de PLK1 par PAK1 sur son résidu 
Ser49 au moment de la transition métaphase-anaphase 39. Ces résidus ne sont pas 
conservés entre les organismes possédant les PLK, ce qui veut peut-être dire que leurs 
rôles sont plus reliés à l’organisme dans lequel PLK se trouve 5. 
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3.1.3. Régulation de la dégradation de PLK  
PLK1 et Cdc5 sont connues pour être ciblées par le complexe de promotion de 
l’anaphase (APC) activé par Cdh1 (Cdc20 homologue 1), afin qu’elles soient 
ubiquitinées, puis dégradées par le protéasome en fin de mitose  40. Cette dégradation est 
essentielle pour permettre à la cellule de continuer à cycler : en effet, la dégradation de 
PLK favorise l’inactivation de Cdc14, une protéine phosphatase qui inhibe l’activité de 
CDK1-Cycline B en dégradant la cycline B, ce qui promeut la sortie de mitose, et ce, afin 
de permettre la réactivation de CDK1 dans le prochain cycle 41, 42. 
3.2.Régulation spatiale de la kinase Polo  
PLK1 doit se trouver à différents endroits dépendamment de la phase du cycle 
cellulaire. Par exemple, durant l’interphase, PLK1 doit se localiser au cytoplasme, aux 
microtubules et aux centrosomes; en mitose, elle doit se trouver, en plus des endroits 
mentionnées précédemment, sur les kinétochores, alors qu’en cytocinèse, elle doit l’être 
sur le fuseau mitotique central 4. Cdc5, la PLK de Chez S. cerevisiae, est localisée en 
permanence dans les SPB (spindle pole bodies), l’équivalent des centrosomes chez les 
mammifères, et est retrouvée dans la région de la nuque du bourgeon (mother bud neck 
region) durant la cytocinèse 5. 
La localisation de la kinase à ces différents endroits semble dépendre de son domaine 
PBD qui a la capacité de se lier aux résidus sérine/thréonine phosphorylés dans la 
séquence consensus Ser-[pSer/pThr]-[Pro/X] présente sur ses protéines cibles, puis de les 
localiser aux bons endroits 5. Ces résidus peuvent être préalablement phosphorylés par 
CDK1, tels que ceux de la protéine INCENP 43, ou bien phosphorylés par PLK elle-même 






4. Rôles de PLK1 et de Cdc5 en mitose  
Les études qui s’étaient intéressées aux PLK ont permis de révéler un éventail de 
différentes fonctions tout aussi importantes les unes que les autres. La comparaison des 
différents rôles joués par PLK1 et ses orthologues dans la division cellulaire ont montré  
qu’ils étaient tous conservés et que, bien que les voies moléculaires puissent différer 
légèrement entre les organismes, la résultante des effecteurs des PLK est habituellement 
similaire 5. Ci-dessous seront abordés les rôles majeurs des PLK durant le cycle 
cellulaire. 
4.1.Promotion de l’entrée en mitose  
L’entrée dans le cycle cellulaire est sous le contrôle de la kinase cycline-dépendante 1 
(CDK1)-Cycline B, dont l’activité se trouve elle-même régulée par un réseau complexe 
de protéines. En G2, WEE1 et MYT1 inactive CDK1-Cycline B en la phosphorylant sur 
ses résidus Thr14 et Tyr15, alors que la phosphatase CDC25 essaye de l’activer en 
déphosphorylant les mêmes résidus 45 (Figure 4). Lorsque PLK1 est activée, elle inhibe 
l’activité de WEE1 et de MYT1 tout en activant celle de CDC25, afin de promouvoir 
l’activation de CDK1-Cycline B et, ainsi, l’entrée dans la phase M. PLK1 active 
davantage CDK1-Cycline B en phosphorylant la Cycline B et en ciblant WEE1 pour qu’il 
soit dégradé par βTrCP 4, 5. 
Chez Saccharomyces cerevisiae, Cdc28-Clb2 (l’homologue de CDK1-Cycline B chez 
la levure bourgeonnante) est phosphorylée par Swe1 (l’orthologue de WEE1) sur sa Tyr 
19 et est, ainsi, inactivée 46, 47. L’activité de Swe1 est antagonisée par Mih1, l’orthologue 
de CDC25 48, 49. Afin de promouvoir l’entrée en mitose, Cdc5 inhibe l’activité de Swe1 et 
le phosphoryle pour qu’il soit ubiquitiné puis dégradé par le protéasome 26 S 50, 51. Un 
mutant Swe1 dont les résidus censés être phosphorylés par Cdc5 sont manquants voit sa 
protéine Swe1 devenir stable, et connait un délai d’entrée dans la phase M, ce qui montre 
encore une fois l’importance de Cdc5 pour passer le point de contrôle G2/M 52. En 
revanche, il n’est pas connu de la littérature si Cdc5 active Wih1 ou pas 47. La voie de 




Figure 4. PLK1 promeut l’entrée en mitose chez les mammifères (reproduit 
d’Archambault et al., 2009). PLK1 active CDC25 et inhibe WEE1 et MYT1 pour 
permettre à CDK1-Cycline B de favoriser l’entrée dans la phase M. 
 
 
Figure 5. Cdc5 promeut l’entrée en mitose chez Saccharomyces cerevisiae (figure 
adaptée de la figure 3 dans « Lee, K.S. et al. (2005) »). 
Cdc5 joue un rôle important dans la promotion de l’entrée en mitose . Pour assurer 
l’activation de Cdc28-Clb2 et ainsi la progresson dans le cycle cellulaire, Cdc5 inhibe 
Swe1. La flèche hachurée indique que les étapes biochimiques de cette voie nécessitent 




4.2.Importance des PLK dans la régulation des centres d’organisation des microtubules 
(MTOC) 
Les centres d’organisation des microtubules (MTOC) sont des structures qui assurent 
la nucléation et l’organisation des microtubules 53.  Les cellules animales et les cellules 
de levure bourgeonnante ont toutes les deux des MTOC, bien que leurs structures 
respectives puissent différer entre elles. Les MTOC chez les cellules animales sont les 
centrosomes. Les centrosomes sont localisés dans les pôles des fuseaux mitotiques, et 
chaque centrosome est constitué d’une paire de centrioles, des structures cylindriques 
formées de microtubules, entourés d’un nuage de matériel protéique appelé PCM 
(Pericentriolar Material) qui est à l’origine de la nucléation des microtubules 53, 54. Chez 
Saccharomyces cerevisiae, les SPB (spindle pole bodies) qui se trouvent aux pôles des 
fuseaux mitotiques sont les équivalents des centrosomes dans les cellules animales. 
Pourtant, contrairement aux centrosomes, les SPB ne sont pas formés de centrioles, mais 
plutôt de plaques de molécules qui sont associées à l’enveloppe nucléaire 55, 56. La 
duplication et l’assemblage des SPB et des centrioles, dans les centrosomes, se produit 
durant la phase S 56, 57. Lors de la transition G2/M, PLK participe activement à la 
maturation des centrosomes et des SPB, un processus impliquant l’augmentation du 
recrutement des microtubules 58. Chez l’être humain, PLK1 participe au recrutement du 
complexe γ-tubuline en forme d’anneau (« γ-Tubulin ring complex », habituellement 
abrégé en « γ-TuRC ») qui est primordial pour la nucléation des microtubules à partir des 
centrosomes 59. De plus, PLK1 participe à la régulation et au contrôle de la nucléation des 
microtubules ainsi qu’à la réorganisation de la PCM en facilitant le recrutement de 
plusieurs protéines clés 5. Parmi ces protéines se trouvent la péricentrine (PCNT), une 
protéine qui assure la maturation des centrosomes en recrutant ses protéines cibles à la 
PCM 60, 61, 62; NLP (Ninein-like protein), un régulateur principal de la nucléation en 
interphase, qui est phosphorylé par PLK1 afin de ne pas être transporté aux centrosomes, 
ce qui permet éventuellement le recrutement de d’autres protéines impliquées dans la 
réorganisation de l’architecture des centrosomes 63, 64; et Kizuna, une protéine qui assure 
la robustesse de la structure centrosomale, et qui est phosphorylée par PLK1 afin de 
stabiliser la PCM 65. PLK1 participe également à la localisation d’Aurora A, une protéine 
11 
 
connue pour son implication dans la maturation centrosomale, aux centrosomes assurant 
ainsi sa fonction 66. 
Chez Saccharomyces cerevisiae, les recherches ont montré que Cdc5 phosphorylait 
Spc72, une composante du complexe Tub4p (γ-tubuline) qui est importante notamment 
pour la formation et la stabilisation des microtubules 67, et ce, afin d’assurer l’ancrage de 
γ-TuRC aux SPB de même que l’orientation et le positionnement des microtubules 68. 
4.3.Implication de PLK dans la ségrégation des deux chromatides sœurs  
L’objectif ultime de la cellule lors de la mitose est de léguer une copie identique du 
génome à chacune de ses cellules filles. Pour ce faire, les chromatides sœurs qui forment 
chacun des chromosomes de la cellule mère doivent être séparées et réparties de façon 
égale entre les deux cellules filles. La séparation des deux chromatides sœurs est le 
résultat du clivage d’une protéine appelée cohésine 69 qui, comme son nom l’indique, 
maintient la cohésion entre les deux chromatides jusqu’au moment de leur séparation. 
Les études ont montré que PLK était impliquée dans la phosphorylation de la cohésine 
afin de favoriser son clivage et permettre donc la séparation des deux chromatides sœurs 
que ce soit chez Homo sapiens ou chez Saccharomyces cerevisiae  70, 71. Chez les 
vertébrés, PLK1 phosphoryle SA2, une sous-unité de la cohésine, pour promouvoir sa 
dissociation des bras des chromosomes en prophase 72, 73 (Figure 6). Jusqu’au moment de 
la transition métaphase/anaphase, la cohésine entourant les centromères demeure 
protégée du clivage, et ce, grâce à l’action d’une famille de protéines connue sous le nom 
de « Shugoshin ». En collaborant avec la phophatase PP2A qui antagonise probablement 
PLK1 en l’empêchant de cibler la cohésine pour la dégradation, Shugoshin permet de 
conserver la cohésion des deux chromatides sœurs jusqu’à la transition 
métaphase/anaphase 74, 75. À ce moment-là, PLK1 phosphoryle SCC1, la sous-unité de la 
cohésine qui maintient les deux chromatides sœurs ensemble au niveau des centromères, 
et la cible pour qu’elle soit clivée par la séparase, une fois libérée de la sécurine qui la 
séquestrait 76. Le clivage de SCC1 par la séparase permet la séparation des deux 
chromatides sœurs. Essentiellement, la même chose se passe lors de la transition 
métaphase/anaphase chez Saccharomyces cerevisiae : Cdc5 phosphoryle Scc1 permettant 
ainsi sa dégradation par la séparase Esp1 71  (Figure 7). 
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La séparation des chromatides sœurs nécessite l’attachement des microtubules aux 
kinétochores, des complexes protéiques qui s’assemblent aux centromères lors de la 
division et qui régulent la séparation des deux chromatides soeurs 77. Le bon attachement 
des kinétochores aux microtubules est assuré par PLK1 qui phosphoryle BUBR1, un 
régulateur de la séparation des deux chromatides sœurs, permettant ainsi  de stabiliser 
l’attachement des kinétochores aux microtubules 78. PLK1 semble aussi être liée au point 
de contrôle de l’assemblage du fuseau mitotique (Spindle assembly checkpoint, abrégé en 
« SAC ») puisqu’elle paraît interagir avec certaines protéines impliquées dans ce 
processus, comme BUB1 79. Par contre, PLK1 n’est pas essentielle pour le SAC 80. Chez 
Saccharomyces cerevisiae, Cdc5 semble être importante pour l’adaptation au SAC et 







Figure 6. PLK permet la séparation des deux chromatides sœurs (reproduit 
d’Archambault et al., 2009). PLK1 favorise la dissociation de la cohésine entourant les 
bras des chromosomes, en prophase. Shugoshin protège la cohésine centromérique 
jusqu’à la transition anaphase/métaphase, où PLK1 va stimuler la séparation des deux 
chromatides sœurs en permettant la dégradation d’EMI1, un inhibiteur de l’APC. La 
dégradation d’EMI1 permet l’activation du complexe de promotion de l’anaphase qui 
dégrade la sécurine et permet la libération de la séparase. La cohésine, préalablement 
phosphorylée par PLK1, est alors clivée par la séparase et les chromatides sœurs se 
séparent. PLK1 est aussi impliquée dans l’attachement des microtubules aux kinétochores 
et sa fonction semble aussi être liée au point de contrôle d’assemblage du fuseau 







Figure 7. Cdc5 promeut la séparation des deux chromatides sœurs (Lee et al., 2005). 
Lors de la transition métaphase/anaphase, la sous-unité de la cohésine (Scc1) est 
phosphorylée par Cdc5 afin d’être ciblée pour dégradation. Cdc5 permet la destruction de 
Pds1 (sécurine) par l’APC/Cdc20 (non illustré), ce qui permet la libération de la séparase 
et le clivage de la cohésine. Une fois Scc1 dégradée, les deux chromatides sœurs se 
séparent. 
 
4.4.Régulation de la condensation des chromosomes et protection de l’intégrité 
génomique 
La condensation des chromosomes représente la compaction des longues fibres de la 
chromatine en des structures plus courtes et plus épaisses appelées chromosomes 82. La 
condensation est un processus essentiel pour assurer une ségrégation fidèle des 
chromatides sœurs, ce qui constitue l’objectif ultime de la division cellulaire. En effet, 
empaqueter l’ADN lors du processus de la condensation permet de bien conserver 
l’information génétique et assure une bonne ségrégation des chromosomes entre les deux 
cellules filles 83, 84. Les recherches qui s’étaient penchées sur l’identification des 
principaux facteurs impliqués dans la condensation des chromosomes avaient identifié la 
condensine, un complexe protéique pentamérique, comme étant le principal régulateur de 
ce phénomène chez les eucaryotes 85. Étant donné l’importance de la condensine dans la 
promotion de la condensation des chromosomes lors de la mitose, il ne serait pas 
étonnant que son activité soit sous le contrôle de nombreux régulateurs. La kinase Polo 
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représente l’un des principaux régulateurs de la condensine et de la condensation des 
chromosomes. En effet, il est maintenant connu dans la littérature que Plk1 profite de la 
phosphorylation de la sous-unité CAP-D3 de la condensine II par CDK1 pour s’y lier, ce 
qui lui permet d’hyperphosphoryler la condensine II. Cette hyperphosphorylation facilite 
l’assemblage des chromosomes et permet leur condensation en prophase 86. Par ailleurs, 
une étude de notre laboratoire a montré que Cdc5 stimulait l’activité de la condensine lors 
de l’élongation des fuseaux mitotiques, vers la fin de la mitose, en phosphorylant ses 
sous-unités Brn1, Ycg1 et Ycs4 87. Cette phosphorylation permet l’hyperactivation de la 
condensine en fin de mitose, probablement pour compenser la diminution de l’activité de 
CDK1 à cette phase-ci du cycle cellulaire et pour assurer le maintien de la condensation 
des chromosomes jusqu’à la séparation des deux cellules filles 87, 88, 89. 
En dehors de son interaction avec la condensine, la kinase Polo favorise le maintien 
de l’intégrité génomique de la cellule en participant également à la régulation de la 
morphologie du noyau, du moins chez Saccharomyces cerevisiae. Que ce soit chez des 
cellules pouvant cycler ou en arrêt cellulaire, Cdc5 régule l’expansion de l’enveloppe 
nucléaire en s’assurant de restreindre son site à la région qui est proche du nucléole 90, 91. 
En procédant ainsi, soit en confinant la région de l’expansion à une partie de l’enveloppe 
nucléaire qui est distincte de la région du noyau où se trouvent les chromosomes, Cdc5 
permet la protection du matériel génétique et de l’intégrité génomique de la cellule tout 
en veillant à la bonne régulation de la morphologie du noyau 91. Selon l’étude qui a 
rapporté ces observations, cette fonction de Cdc5 serait indépendante des autres rôles 
qu’elle joue durant la mitose 91. 
4.5.Promotion de la sortie du cycle cellulaire 
La sortie du cycle cellulaire est un phénomène qui nécessite l’inactivation de CDK1-
Cycline B, accomplie par la dégradation de la Cycline B par le complexe de la promotion 
de l’anaphase (APC) 92, 93. Les études ont montré que PLK1 était impliquée dans 
l’activation de l’APC en favorisant la dégradation de son inhibiteur EMI1 (Early mitotic 
inhibitor 1) 94. PLK1 phosphoryle EMI1 pour qu’il soit ubiquitiné, puis dégradé par le 
protéasome 95, 96. Chez Saccharomyces cerevisiae, il n’y a pas d’inhibiteur de l’APC que 
Cdc5 pourrait phosphoryler et cibler pour qu’il soit dégradé afin de promouvoir la sortie 
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du cycle cellulaire 5, 47. En revanche, il existe deux voies qui, en coopérant, promeuvent la 
sortie de la mitose : ces voies sont nommées FEAR (Cdc Fourteen Early Anaphase 
Release) et MEN (Mitotic Exit Network) 97, 98. La phophatase Cdc14 qui antagonise 
l’activité de CDK1-Cycline B de plusieurs manières constitue l’effecteur clé de ces deux 
voies, et la kinase Cdc5 représente leur principal activateur 99, 100 (Figure 8). Au début de 
l’anaphase, Cdc5 favorise la libération d’une petite fraction de la phosphatase Cdc14, 
jusqu’alors séquestrée dans le nucléole, en activant la voie FEAR 97.  
La voie du FEAR est composée de la séparase Esp1 et de la protéine Slk19 qui s’y 
associe 97, 101, de Spo12 et son paralogue Bns1 97, de Cdc5 97, 102, de la sécurine Pds1, de 
Fob1 qui se localise au nucléole 103, et de la phosphatase PP2A associée à Cdc55 104, 105. 
Alors que Pds1, Fob1 et PP2A-Cdc55 inhibent la libération de Cdc14 par la voie du 
FEAR, les autres protéines mentionnées précédemment la favorisent 106. Cdc14 se trouve 
séquestrée dans le nucléole par Net1/Cfi1, de G1 jusqu’en métaphase 107. Lors de la 
transition métaphase/anaphase, le complexe APC/CCdc20 ubiquitine la sécurine et favorise 
sa dégradation par le protéasome, ce qui permet la libération de la séparase Esp1 108, 109, 
110, 92. Au début de l’anaphase, Cdc5 phosphoryle Net1/Cfi1 afin de l’inhiber et de 
permettre la libération de Cdc14 111, 112. Esp1 associée à Slk19 favorise la libération de 
Cdc14 en : (1) se liant à PP2A-Cdc55 et en l’empêchant de déphosphoryler Net1/Cfi1 105; 
(2) en activant Spo12 qui se lie à Fob1, un inhibiteur du FEAR, et déstabilise son 
association avec Net1/Cfi1 103, 113, 114. La fraction de Cdc14 qui est libérée par la voie du 
FEAR est impliquée dans plusieurs fonctions, notamment dans la ségrégation de l’ADN 
ribosomal dans les nucléoles 115, 116, dans la régulation de la dynamique des fuseaux 
mitotiques en anaphase 117, 118, dans le positionnement du noyau 119, et dans la promotion 
du MEN 97, 113. Ces fonctions sont toutes aussi importantes les unes que les autres pour 
garantir la bonne progression de la cellule en anaphase et pour assurer sa viabilité 115. 
Cette fraction de Cdc14 ne suffit peut-être pas pour provoquer la sortie de la mitose, 
néanmoins, elle promeut le MEN en recrutant Cdc15, l’une de ses composantes, aux SPB 
où elle se permet de le déphosphoryler et de l’activer 120. Cdc15 activé va, via la voie du 
MEN, promouvoir la libération de plus de Cdc14. En amont de la cascade du MEN se 
trouve une GTPase du nom de Tem1 121. Elle se localise dans les SPB et l’activité 
d’hydrolyse de son GTP est accélérée par le complexe Bub2-Bfa1 GAP (GTPase 
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activating protein) afin de la maintenir inactive 121, 122. De plus, Lte1, la GEF (Guanine 
nucleotide-exchange factor) de Tem1, phosphorylée par CDK1, se trouve localisée dans 
le cortex de la nuque du bourgeon de la cellule mère depuis l’interphase, afin d’être 
spatialement loin de Tem1122. En anaphase, lorsque le fuseau mitotique se positionne au 
centre de la nuque du bourgeon, Cdc14 va favoriser la dissociation de Lte1 du cortex et 
lui permettre de participer à l’activation de Tem1 98, 123. Cdc5 va également favoriser 
l’activation de Tem1 en inhibant Bub2-Bfa1 98, 124. Une fois activée, Tem1 enclenche la 
cascade du MEN et mène à la libération de plus de Cdc14. Cdc14 active alors le 
complexe APC/Cdh1 afin de permettre la dégradation de Clb (équivalent des Cyclines B 
chez la levure bourgeonnante) 110; elle active Sic1, un inhibiteur de Cdc28 (équivalent de 
CDK1) et favorise l’entrée au noyau de Swi5, un facteur de transcription important pour 
l’expression de Sic1 47, 125. Lorsque les cellules sortent de la mitose, Cdc14 
déphosphoryle alors le complexe Bub2-Bfa1 pour le libérer de l’inhibition que lui a 
imposée Cdc5 et lui permettre d’inhiber Tem1. En agissant ainsi, Cdc14 s’assure, par la 







Figure 8. Cdc5 régule la voie de sortie du cycle cellulaire (MEN) chez 
Saccharomyces cerevisiae (reproduit d’Archambault et al, 2009). 
Tem1 est la protéine qui se trouve le plus en amont de la cascade du MEN. Tem1 est une 
GTPase activé par Lte1, mais jusqu’à l’arrivée de l’anaphase, Lte1 est localisée dans le 
cortex du bourgeon de la cellule mère afin d’empêcher l’enclenchement du processus de 
sortie de mitose. En même temps, Tem1 est inhibée par Bub2-Bfa1, et Kin4 rend Bfa1 
insensible à la phosphorylation par Cdc5, ce qui maintient Bub2-Bfa1 actif. Au début de 
l’anaphase, Cdc5 promeut la libération d’une petite fraction de Cdc14 jusqu’ici 
séquestrée dans le nucléole via la voie du FEAR. Cdc14 va promouvoir l’activation du 
MEN en activant une de ses composantes (Cdc15, non illustré sur la figure) qui va 
permettre la libération de plus de Cdc14. En anaphase, le fuseau mitotique se positionne 
au centre de la nuque du bourgeon, Cdc14 va permettre la dissociation de Lte1 du cortex 
lui donnant ainsi la chance d’activer Tem1. Cdc5 favorise la voie du MEN en 
phosphorylant Bub2-Bfa1 ce qui les inhibe. La cascade du MEN mène à la libération de 




4.6.Promotion de la cytocinèse 
PLK joue également un rôle très important dans la promotion de la cytocinèse. Bien 
que les évènements moléculaires puissent différer entre les organismes, le rôle de PLK 
dans ce processus demeure l’un des plus conservés 80. Les études ont montré que PLK1 
profitait de ses interactions avec PRC1 127, 128, un facteur régulateur de la cytocinèse, et 
avec MKLP2 (Mitotic kinesin-like protein 2) 129 afin de se localiser au fuseau mitotique 
central. RhoA, une GTPase activatrice de l’anneau d’actomyosine dans la promotion de 
la cytocinèse, nécessite la présence d’ECT2, une Rho-GEF, essentielle pour son 
activation. PLK1 favorise le recrutement d’ECT2 en phosphorylant la sous-unité CYK4 
du fuseau mitotique central, ce qui permet ensuite d’activer RhoA et favoriser la 
cytocinèse 22, 23, 24. Chez Saccharomyces cerevisiae, Cdc5 favorise également la 
cytocinèse en activant directement la Rho-GEF qui se charge de l’activation de Rho1 
(l’orthologue de RhoA) 130 . 
 
5. Rôles de PLK lors d’un dommage à l’ADN 
Tout au long de sa vie, la cellule est exposée à des pressions exogènes ou endogènes 
qui peuvent endommager son ADN ou y causer des lésions. Afin de faire face à ce type 
de menaces, la cellule a développé une sorte de mécanisme de contrôle impliquant des 
points d’arrêt du cycle cellulaire qui préviennent la progression de la cellule  dans le 
cycle avant que les dommages dans l’ADN ne soient parfaitement réparés 131, 132. Le point 
de contrôle G2/M est important, notamment dans la réparation des cassures d’ADN 
double-brin (DNA double-strand breaks) parce que le fait que le matériel génétique ait 
été dupliqué en G2 offre à la cellule la possibilité d’utiliser l’autre chromatide comme 
modèle pour réparer la cassure et d’utiliser la recombinaison homologue comme 
mécanisme de réparation 133. Lorsqu’un dommage à l’ADN se produit en G2, le point de 
contrôle G2/M est activé et la progression dans le cycle cellulaire est interrompue. Vu 
que PLK1 est un important régulateur de l’entrée en mitose, elle va être inactivée afin 
d’assurer l’arrêt cellulaire en G2 134. Dans ce cas, Cdc14B active le complexe APC/C 
CDH1 qui va ubiquitiner  PLK1 et la cibler pour qu’elle soit dégradée 135, 136. La 
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dégradation de PLK1 favorise l’activation de WEE1, un inhibiteur de CDK, afin de 
promouvoir l’arrêt cellulaire. Le maintien de l’arrêt cellulaire en G2 est assuré via 
l’activation de la phosphatase CDC25C qui normalement active la kinase CDK1 135, 136. 
L’activation de CDC25C est rendue possible grâce à l’action de CHK1 ou de CHK2 qui 
sont des effecteurs des voies de signalisation initiées par ATM et d’ATR respectivement 
en réponse à un dommage à l’ADN 135, 136. Notez qu’ATR est activée par les cassures 
d’ADN simple brin, alors qu’ATM l’est pour les cassures d’ADN double-brin 137. 
5.1.PLK1 est impliquée dans la réparation des dommages à l'ADN et promeut la 
transition G2/M après complétion de la réparation 
Durant la réparation des dommages, PLK1 participe à la réparation en phosphorylant 
Rad51, une protéine importante pour la recombinaison homologue, ce qui permet son 
accumulation dans les sites de la lésion 138. Plk1 est également essentielle pour réintégrer 
le cycle cellulaire après la réparation des dommages à l’ADN. Elle inactive le point de 
contrôle G2/M en phosphorylant Claspin, une protéine essentielle pour l’activation de 
CHK1 et pour la régulation du point de contrôle G2/M, ce qui permet de la cibler pour 
qu’elle soit dégradée 139, 140, 141. La dégradation de Claspin permet l’inactivation de CHK1 
et d’ATR. PLK1 phosphoryle aussi p53BP1 (p53-binding protein), une protéine 
importante pour la réparation des cassures d’ADN double-brin, permettant ainsi la 
dissociation de 53BP1 de l’ADN et l’inactivation de CHK2 142. PLK1 favorise également 
l’entrée dans la phase M en activant CDC25 et en inhibant WEE1, ce qui permet 
l’activation de CDK1 et facilite la transition G2/M 135, 142. 
La décision de reprendre le cycle cellulaire dépend en partie du résultat de réparation 
du dommage à l’ADN : « Le dommage a-t-il été réparé avec succès ?», ou « Est-il 
irréparable? ». C’est souvent la réponse à ces questions qui détermine la réponse 
cellulaire : dans le cas, à titre d’exemple, où l’ADN a été parfaitement réparé, la cellule 
va décider de reprendre le cycle cellulaire; dans d’autres, où l’ADN ne peut pas être 
réparé, la cellule pourra opter pour l’apoptose 143, 144. Pourtant, la décision de la cellule 
peut être plus compliquée que l’idée voulant qu’un dommage réparé équivaille à une 
reprise du cycle cellulaire, et qu’un dommage non-réparé équivaille à une entrée en 
apoptose. Il arrive que la cellule, bien qu’elle puisse porter un ADN irréparable, réintègre 
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le cycle cellulaire dans un processus appelé « adaptation » 145. L’adaptation aux 
dommages persistants à l’ADN a été décrite pour la première fois chez Saccharomyces 
cerevisiae 146. L’étude avait montré que les cellules qui pouvaient s’adapter aux 
dommages étaient capables de subir plusieurs divisions cellulaires malgré la présence de 
lésions sévères et irréparables. L’adaptation peut être avantageuse pour les cellules de 
levure, puisqu’elle promeut leur survie sous des conditions qui auraient pu entrainer leur 
mort 147. En revanche, chez les cellules de mammifères, le processus d’adaptation aux 
dommages à l’ADN constitue une sérieuse menace contre l’intégrité génomique, vu le 
potentiel tumorigène que possède ce type de cellules 145. Les études qui se sont penchées 
sur le phénomène d’adaptation n’ont pas encore élucidé tous ses mystères ou révélé 
toutes les voies moléculaires qui y sont impliquées. Par contre, elles ont identifié les PLK 
comme étant les principaux régulateurs de ce processus chez les eucaryotes 144, 148-150. 
5.2.PLK est essentielle pour la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN  
Plusieurs études réalisées sur des cellules humaines, des cellules de levure et des 
extraits de cellules de grenouille ont révélé que les PLK étaient les principaux régulateurs 
de la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN chez les eucaryotes 145, 146, 148-151. 
Elles ont en effet montré qu’une mutation dans Cdc5, par exemple, ou une sous-
régulation de PLK1 abrogeaient la réponse d’adaptation chez la levure et chez la cellule 
humaine, respectivement 145, 146, 152. De l’autre côté, elles ont montré qu’une 
surexpression de PLK forçait les cellules à s’adapter aux dommages à l’ADN plus 
rapidement que le feraient des cellules contrôles, ce qui a confirmé, encore une fois, 
l’importance de cette kinase dans ce processus 153. Pourtant, le rôle exact de PLK dans la 
promotion de l’adaptation aux dommages à l’ADN, de même que son mécanisme 
d’action et l’identité de son substrat sont inconnus. Dans une percée scientifique sans 
précédent, notre laboratoire a identifié le domaine PBD comme étant le médiateur de la 
réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN en localisant la kinase aux SPB chez 




5.2.1. Le PBD de Cdc5 localise a kinase aux SPB pour promouvoir son interaction avec 
son substrat lors de la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN 
Des résultats de notre laboratoire de recherche ont montré que le domaine PBD de 
Cdc5 était absolument essentiel pour la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN 154. 
En effet, ils ont montré que cdc5-16, un mutant PBD, était totalement incapable de 
s’adapter à des dommages persistants dans l’ADN (dommages sous la forme de télomères 
dysfonctionnels), alors que les cellules sauvages présentes sous les mêmes conditions 
pouvaient très bien s’y adapter 154. De plus, cdc5-16 démontrait une grande sensibilité 
aux dommages à l’ADN et une instabilité génomique accrue. Puisque notre laboratoire a 
déjà montré que le PBD était important pour enrichir Cdc5 aux SPB, il a été suggéré que 
le défaut d’adaptation observé chez cdc5-16 était peut-être dû à un échec de la 
localisation de Cdc5 aux SPB, l’endroit où se trouverait le substrat potentiel de Cdc5 154. 
La relocalisation de cdc5-16 aux SPB a non seulement permis aux cellules de s’adapter 
aux dommages à l’ADN, mais a également secouru le phénotype de résistance diminuée 
aux dommages à l’ADN et d’instabilité génomique sévère 154. Ces résultats suggèrent que 
le substrat de Cdc5 durant la réponse d’adaptation se trouve dans les SPB, et qu’il se peut 
que ce soit une cible peu conventionnelle. 
 
III. Objectif du projet de recherche  
Notre objectif ultime consiste en l’identification des substrats de Cdc5 lors de la 
réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN chez Saccharomyces cerevisiae. Pour ce 
faire, nous avions prévu de soumettre des préparations de SPB purifiés à des réactions de 
phosphorylation in vitro en utilisant la kinase Cdc5 purifiée, puis d’identifier par 
spectrométrie de masse quantitative « LC-MS/MS » les protéines dont les niveaux de 
phosphorylation auraient augmenté à la suite du traitement. Ces protéines auraient été 
considérées comme des cibles potentielles de la kinase Cdc5 lors de la réponse 
d’adaptation aux dommages à l’ADN. Pourtant, le substrat de la PLK/Cdc5 pourrait 
également être une cible non-conventionnelle qui se localiserait transitoirement aux SPB 
lors de la réponse d’adaptation sans nécessairement s’y trouver dans des conditions 
normales. De plus, une protéine cible phosphorylée in vitro ne l’est pas forcément in vivo. 
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Afin de mener à bien la réalisation de notre objectif tout en prenant en considérations les 
possibilités mentionnées précédemment, nous avons décidé de caractériser le 
phosphoprotéome de Cdc5 dans son intégralité in vivo, et ce, par LC-MS/MS. À cette 
occasion, un allèle de cdc5 sensible à la température, c’est-à-dire une version mutante qui 
devient inactive à température élevée, devra être utilisé comme contrôle lors de l’analyse 
phosphoprotéomique. L’utilisation d’allèle thermosensible est nécessaire parce que Cdc5 
est une protéine essentielle à la survie cellulaire et que la délétion de son gène tue les 
cellules. Utiliser un allèle du gène CDC5 qui est thermosensible à une température de 
37°C ou à une température qui l’avoisine serait désavantageux pour notre projet, étant 
donné que 37°C est la température à laquelle un choc thermique se produit chez la levure 
et que cette condition entrainera une modification de la régulation de plusieurs protéines 
et pas seulement de Cdc5 155. Il en découle donc que l’utilisation d’un allèle cdc5 sensible 
à 37°C ne permettra pas de faire la distinction entre le phosphoprotéome associé à la 
perte d’activité Cdc5 et celui causé par le choc thermique. Afin d’éviter ce problème, un 
allèle cdc5 sensible à une température plus basse, soit 30°C, est nécessaire pour s’assurer 
que seuls les substrats de cdc5 seront identifiés lors de l’analyse phosphoprotéomique. 
L’objectif spécifique de mon projet a été donc de créer un mutant cdc5 thermosensible à 
une température de 30°C. 
 
IV. Hypothèse de recherche  
Étant donné que PLK/Cdc5 est impliquée dans de nombreux processus du cycle 
cellulaire, notamment dans celui promouvant la sortie de la mitose (MEN), nous nous 
attendons à ce que les mutants cdc5 créés subissent un arrêt cellulaire uniforme en fin de 






V. Approche expérimentale 
1. Identification d’allèles du gène CDC5 qui sont thermosensibles à une 
température de 30°C  
La première étape de notre approche expérimentale consistait en l’identification d’un 
allèle du gène CDC5 qui est thermosensible à une température de 30°C en commençant 
par un criblage des mutants cdc5 déjà présents dans la collection. Dans le cas où cette 
opération n’aurait pas abouti à l’identification de l’allèle désiré, notre alternative était de 
générer de nouveaux mutants cdc5 sensibles à la température par PCR mutagène dirigée. 
2. Analyse du cycle cellulaire des mutants cdc5 identifiés 
Lors de cette étape, la cinétique de la progression dans le cycle cellulaire de chacun 
des mutants identifiés a été analysée. La morphologie cellulaire des mutants ainsi que la 
morphologie des fuseaux mitotiques ont été déterminés par microscopie, alors que 






Matériel et méthodes 
 
I. Souches de levure  
Toutes les souches de levure utilisées dans la présente étude sont dérivées de la 
souche W303 et sont donc isogéniques, c’est-à-dire qu’elles partagent le même 
patrimoine génétique. Une liste descriptive des souches utilisées lors de ce projet peut 
être consultée dans les Tableaux 1 et 2 de l’annexe. 
II. Conditions de culture cellulaire et conservation des souches  
1. Conditions de culture cellulaire 
Des conditions standard de culture ont été utilisées 156. Toutes les souches de levure 
utilisées ont été cultivées dans du milieu de culture liquide riche (YEPD) à 23°C dans des 
incubateurs à température contrôlée de type INFORS HT, à moins qu’il ne soit mentionné 
autrement. Les recettes employées pour préparer les milieux de culture ont été tirées du 
protocole « yeast media » de notre laboratoire 157. 
2. Conservation des souches  
Les souches de levure sont conservées à -80°C dans du glycérol, afin de protéger 
l’intégrité de leurs génotypes et d’éviter l’apparition de mutations. Dans le cas où une 
souche doit être utilisée, une sous-culture à partir de la souche gardée à -80°C est faite  
sur du milieu solide riche (YEPD), à moins d’une indication contraire. La sous-culture est 
alors entreposée à 23°C dans des incubateurs à température contrôlée de type Binder 
KB115 pendant 48-72 heures. Une fois que les levures ont assez poussé, elles sont 
conservées à 4°C où elles peuvent être utilisées à des fins expérimentales pour la durée 
maximale de trois semaines. Avant que la durée maximale d’entreposage ne s’écoule, les 
sous-cultures doivent être refaites à partir de celles entreposées à 4°C afin d’être utilisées 
ultérieurement.  
Les détails concernant les conditions de conservation des souches sont expliqués 
dans le protocole « Growing yeast: Basics » de notre laboratoire 158.  
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III. Recettes des milieux de culture et des solutions utilisées 
Les recettes des milieux de culture et des diverses solutions utilisées lors de ce projet 
ont été répertoriées dans les Tableaux 3 et 4 de l’annexe. Le Tableau 3 contient une 
liste des recettes des milieux de culture et des composés qui en font partie alors que le 
Tableau 4 résume la composition des solutions utilisées. 
IV. Criblage des souches de la collection  
Le criblage des souches de la collection était basé sur la détermination de leurs 
niveaux de croissance à 23°C, 30°C, 32°C et à 37°C par quintuple dilution en série. 
Brièvement, les cellules provenant de chaque souche ont été cultivées jusqu’à atteindre le 
début de la phase exponentielle de croissance, c’est-à-dire une D.O.600 nm entre 0,4 et 0,6. 
Elles ont ensuite été toutes diluées à une D.O.600 nm de 0,3; puis une quintuple dilution en 
série a été réalisée sur chacune d’entre elles sur du milieu de culture riche solide (YEPD) 
(Figure 9). Sur chaque plaque de YEPD figurent deux souches contrôles : la souche 




Figure 9. Représentation schématique de la technique de la quintuple dilution en série. 
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V. Génération des mutants et criblage génétique 
1. Génération des mutants  
1.1.Extraction de l’ADN génomique de levure 
L’ADN génomique des souches d’intérêt a été extrait en vue d’y introduire des 
mutations qui serviront à créer un allèle CDC5 thermosensible à 30°C. Les étapes 
d’extraction ont été suivies comme décrit dans le protocole "Yeast transformation" de 
notre laboratoire 159. Lors de l’extraction de l’ADN, les cellules des souches cibles ont 
été suspendues dans 0,5 ml de tampon TE puis centrifugées pendant 30 secondes à 
13200 rotations/minute. Une fois le surnageant éliminé, le culot de cellules a été 
resuspendu dans 0,2 ml de tampon de lyse cellulaire puis transféré dans un tube de 1,5 
ml contenant 0,2 ml de phénol-chloroforme et 0,3 g de billes en verre. Les tubes ont été 
ensuite mis sur un agitateur de type VXR Basic Vibrax® à 2000 rotations/minute pendant 
4 minutes pour enclencher la lyse des cellules. Une fois le processus terminé, les tubes 
ont été centrifugés à 13000 rotations/minute à 4°C pendant 5 minutes afin de séparer 
l’ADN du reste de la solution qui contient les protéines et les débris cellulaires. L’ADN 
se trouvant dans la phase aqueuse supérieure a été récupéré puis resuspendu dans 1 ml 
d’éthanol froid (4°C). Le mélange a été ensuite centrifugé pendant 5 minutes à 13000 
rotations/minute. Après élimination du surnageant, l’ADN qui se trouvait dans le culot a 
été laissé sécher pendant 10 minutes avant d’être dissous dans 0,05 ml d’eau bi-distillée 
stérile.  
1.2.PCR mutagène dirigée 
Différentes combinaisons de mutations ont été introduites dans l’ADN génomique des 
souches cibles par amplification PCR à faible fidélité de la séquence codante du gène 
CDC5 fusionné à la cassette de sélection ADH1-terminator-HIS3MX6 160. Lors de la 
PCR, deux amorces ont été utilisées : une amorce contenant les mutations ponctuelles que 
l’on désirait introduire et une autre amorce pour amplifier la cassette de sélection. Les 
produits PCR porteurs de mutations ont été utilisés pour transformer la souche sauvage et 
lui permettre d’introduire le gène cdc5 muté dans son génome.  Les détails concernant les 
amorces et la liste des combinaisons d’amorces utilisées ont été répertoriés dans les 
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Tableaux 5 et 6 de l’annexe, respectivement. Les réactions PCR ont été réalisées dans 
un thermocycleur de type BIO-RAD DNA Engine® en utilisant l’enzyme TaKaRa Ex 
Taq™ et le programme suivant : 
1= 94.0 °C pour 2 minutes; 2= 94.0 °C pour 30 secondes; 3= 54.0 °C pour 30 secondes; 
4= 72.0 °C pour 4 minutes; 5= Goto 2, 29 fois; 6= 72.0 °C pour 10 minutes; 7= 8.0 °C 
pour toujours; 8= Fin. 
Composition de chaque réaction PCR : 
0,075 ml H2O 
0,01 ml Tampon Ex Taq 
0,008 ml dNTPs 
0,002 ml amorce #1 
0,002 ml amorce #2 
0,001 ml Ex Taq 
0,002 ml ADNg 
Après amplification, les produits PCR ont été purifiés en utilisant la trousse de 
purification QIAquick de QIAGEN® et en suivant le protocole du manufacturier. 
1.3.Transformation de levure : méthode du LiAc/salmon sperm-DNA/PEG 
Le processus de transformation implique l’acquisition d’un ADN étranger et son 
intégration dans le génome de la levure hôte par recombinaison homologue. Les produits 
PCR de l’étape précédente, c’est-à-dire les allèles CDC5 mutés, fusionnés à la cassette 
ADH1-terminator-HIS3MX6, ont été utilisés afin de transformer la levure de type 
sauvage et créer ainsi des souches mutantes. Pour ce faire, la souche sauvage a été 
inoculée dans 5 ml de YEPD et cultivée la nuit précédant l’expérience. Le jour de 
l’expérience, la densité optique (D.O.) à 600 nm a été mesurée avec un 
spectrophotomètre de type, puis une sous-culture à une D.O.600 nm de 0,225 et à un 
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volume final de 50 ml a été préparée. Lorsque la D.O.600 nm de la sous-culture a atteint 
une valeur entre 0,4 et 0,7 (c’est-à-dire, en début de la phase de croissance exponentielle 
des levures), les cellules ont été récoltées par centrifugation à 3000 rotations/minute 
pendant 5 minutes. Une fois le surnageant éliminé par décantation, les cellules ont été 
resuspendues dans 50 ml d’eau bi-distillée stérile puis centrifugées encore à 3000 
rotations/minute pendant 5 minutes. Après élimination du surnageant, les cellules ont été 
resuspendues dans 1 ml de 0,1 M LiAc puis centrifugées pendant 2 minutes à 3000 
rotations/minute. Le culot a été ensuite resuspendu dans 0,4 ml de 0,1 M LiAc puis 
réparti de sorte qu’il y ait un échantillon de 0,075 ml pour chaque réaction de 
transformation. Chaque échantillon a été centrifugé à 3000 rotations/minute pendant 2 
min. Une fois le surnageant éliminé, 0,240 ml de 50%PEG, 0,036 ml de 1M LiAc, 0,01 
ml de sssDNA (Salmon sperm single-stranded DNA) à 10 mg/ml et 0,074 ml de produit 
PCR ont été ajoutés, dans l’ordre, au culot de chaque échantillon. Le tout a été ensuite 
mélangé, incubé à 30°C pendant 30 minutes puis soumis à un choc thermique à 42°C 
pendant 15 minutes. Ensuite, les cellules ont été centrifugées pendant 2 minutes à 3000 
rotations/minutes, resuspendues dans 0,060 ml d’eau bi-distillée stérile puis étalées sur du 
milieu de culture solide déficient en histidine (SC-HIS) pour que seules les cellules ayant 
été transformées avec succès en intégrant la cassette de sélection (ADH1-terminator-
HIS3MX6) puissent pousser. 
Les étapes de la transformation et les recettes des solutions utilisées ont été réalisées 
selon le protocole de transformation du laboratoire 159. 
2. Criblage génétique  
Environ 48-72 heures suivant la transformation de la souche sauvage avec les 
différents produits PCR, des colonies sont apparues sur les plaques SC-HIS. Plusieurs 
colonies isolées ont, dès lors, été transférées sur des plaques YEPD sous la forme de 
petits bâtonnets de même qu’un contrôle positif pour la thermosensibilité (cdc13-1), et les 
plaques ont été mises dans des incubateurs à 23°C. 24 heures plus tard, les clones de 
chaque plaque ont été transférés par réplique au velours sur une plaque de milieu sélectif 
(SC-HIS) entreposée à 23°C, et sur 3 plaques de milieu de culture riche (YEPD) 
entreposées à 30°C, à 32°C et à 37°C (Figure 10). Le niveau de croissance des clones a 
30 
 
été déterminé 24 heures suivant la réplique au velours pour les plaques à 30°C, 32°C et à 
37°C, et 48 heures après pour la plaque de milieu sélectif. Le but de cette procédure était 
de vérifier si les clones sélectionnés étaient positifs pour le marqueur HIS3MX6, c’est-à-
dire s’ils avaient effectivement intégré la cassette de sélection, ce qui leur aurait permis 
de pousser sur un milieu déficient en histidine; et s’ils étaient sensibles à 30°C, 32°C et 
37°C. Les clones qui avaient réussi à croître sur le milieu SC-HIS tout en étant 







Figure 10. Représentation schématique du processus de criblage génétique pour 
l’identification de clones thermosensibles. 
31 
 
Afin de mieux caractériser le phénotype de thermosensibilité des souches retenues, 
leurs niveaux de croissance ont été déterminés à 23°C, 30°C, 32°C et à 37°C, en présence 
de deux souches contrôles : la souche sauvage comme contrôle négatif de la 
thermosensibilité, et cdc13-1 comme contrôle positif. Une fois que la thermosensibilité 
des souches testées a été confirmée, chacune d’entre elles a été purifiée par étalement de 
colonies isolées où une seule colonie a été utilisée pour générer la souche finale qui a été 
conservée à -80 °C. Cette procédure de purification permet de garantir l’homogénéité 
d’une souche, étant donné que chacune de ses cellules provient de la même colonie 
isolée.  
2.1.Séquençage  
Le locus CDC5 de chacune des souches thermosensibles identifiées a été séquencé 
dans son intégralité. L’ADN génomique extrait a été amplifié par PCR, puis purifié par 
ExoSAP-IT® où il a été incubé dans le thermocycleur pendant 15 minutes à 30°C, puis à 
15 minutes encore à 80°C. La liste des amorces utilisées pour l’amplification PCR du 
locus CDC5 et pour le séquençage se trouve dans le Tableau 7 de l’annexe. Le 
séquençage a été réalisé à la plateforme de génomique de l’Institut de recherche en 
immunologie et en cancérologie (IRIC) de l’Université de Montréal et les résultats ont été 
analysés à l’aide du logiciel SEQUENCHER© (Genes Codes Corporation). 
2.2.Rétrocroisement  
Lors du criblage génétique qui a suivi la génération des mutants, les clones ayant 
intégré la cassette de sélection HIS3MX6 tout en étant thermosensibles ont été 
sélectionnés. Ceci montrait juste que les clones sélectionnés possédaient les deux 
caractéristiques désirées, mais ne voulait pas forcément dire que les deux étaient liées, ou 
que les cellules étaient devenues thermosensibles à cause des mutations introduites dans 
le gène CDC5 fusionné à la cassette de sélection. Pour savoir s'il y avait un lien entre le 
marqueur de sélection et le phénotype de thermosensibilité observé, un rétrocroisement 
de chaque clone retenu avec la souche sauvage a été réalisé. 
Le rétrocroisement est une technique en génétique qui consiste en le croisement d’une 
souche porteuse d’un gène d’intérêt conjugué à un marqueur de sélection avec une 
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souche parentale ou une souche qui lui est isogénique 161. Le but de cette manipulation est 
d’homogénéiser le fond génétique entre les deux souches et de créer deux souches 
parfaitement isogéniques, excepté pour le gène d’intérêt, grâce au phénomène de 
recombinaison. À travers les rétrocroisements, seuls les descendants porteurs du gène 
d’intérêt seront sélectionnés à l’aide du marqueur de sélection. Le rétrocroisement est 
utile lors du criblage génétique car il permet, en plus de sélectionner facilement les clones 
porteurs du gène d’intérêt grâce à la présence du marqueur de sélection, de vérifier si un 
phénotype précis est lié au gène d’intérêt en regardant si le marqueur de sélection 
coségrège avec le phénotype observé. 
Suivant le même principe, les souches mutantes thermosensibles précédemment 
identifiées ont été rétrocroisées trois fois avec la souche sauvage afin de : (1) 
homogénéiser leur patrimoine génétique avec celui de la souche sauvage grâce au 
phénomène de la recombinaison; (2) vérifier si le phénotype de thermosensibilité observé 
est lié au marqueur de sélection HIS3MX6 ou à une autre mutation dans le génome. Si le 
phénotype est lié au marqueur, il ne devrait pas être perdu après rétrocroisement, vu que 
la probabilité qu'il y ait recombinaison entre deux gènes très proches génétiquement l'un 
de l'autre est très faible. Par contre, si après rétrocroisement, le phénotype est perdu, cela 
veut dire que la mutation qui en était responsable n'était pas liée au marqueur et qu'elle 
était plutôt ailleurs dans le génome (mutation perdue par recombinaison). À travers les 
rétrocroisements, les descendants porteurs du gène cdc5 ont été sélectionnés grâce au 
marqueur HIS3MX6, et la co-ségrégation du phénotype de thermosensibilité avec le 
marqueur de sélection a été vérifiée. 
Le processus de rétrocroisement suivi lors de cette étude a été tiré du protocole 
intitulé « Yeast mating, sporulation and dissection » 162 de notre laboratoire, et peut être 
résumé en les étapes suivantes : 
2.2.1. Croisement des souches et sélection des diploïdes  
Des cellules provenant d’une culture de l’une des souches cdc5 d’intérêt ont été 
mélangées à des cellules de type sauvage sur du milieu de culture solide riche (YEPD), et 
le tout a été incubé à 23°C approximativement 6 à 12 heures de temps. La souche 
mutante d’intérêt et la souche de type sauvage utilisée pour le rétrocroisement possèdent 
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deux types sexuels différents (MATa et MATα, respectivement), ce qui leur permet de 
conjuguer et de former des diploïdes. Environ 8 heures suivant l’incubation, un étalement 
de colonies isolées a été réalisé sur du milieu de culture solide déficient en histidine (SC-
HIS) et le tout a été incubé à température non-permissive (37°C). Ce processus de 
double-sélection a permis la croissance et la sélection exclusives des diploïdes formés à 
partir d’une cellule de type sauvage, qui peut croître à 37°C, contrairement à la cellule 
cdc5 qui est thermosensible, et d’une cellule provenant de la souche mutante cdc5 qui 
peut croître sur du milieu déficient en histidine grâce à la présence du marqueur de 
sélection HIS3MX6, absent de la souche sauvage. 
2.2.2. Sporulation  
Lorsque les diploïdes se trouvent dans un milieu de culture pauvre en nutriments, 
ils sporulent et forment des asques contenant quatre spores haploïdes issus de la méiose 
(tétrades). Les diploïdes isolés à l’étape précédente ont été étalés sur du milieu de culture 
de sporulation (SPO) sous la forme de petits rectangles et incubés à température de la 
pièce pendant 3 jours. Une fois la durée de temps écoulée, l’état de sporulation des 
cellules a été vérifié par microscope optique : les petits rectangles ayant le plus de 
tétrades, considérés comme ayant le mieux sporulé, ont été sélectionnés pour l’étape 
suivante. 
2.2.3. Dissection  
Afin de pouvoir disséquer les tétrades, les parois des asques doivent être 
partiellement digérées à l’aide d’une enzyme appelée « zymolyase ». À cet effet, les 
cellules en provenance du petit rectangle sélectionné ont été resuspendues dans 0,025 ml 
de solution de zymolyase diluée (zymolyase à 0,01 g/ml diluée 10X dans 1,1 M de 
sorbitol), et leurs parois cellulaires ont été digérées à température de la pièce pendant 10 
minutes. Une fois le temps de la digestion écoulé, un volume de 0,8 ml d’eau bi-distillée 
stérile a été ajouté aux cellules afin d’arrêter la réaction de digestion. Une goutte de 0,025 
ml de solution de tétrades digérées a été ajoutée sur une plaque YEPD de façon à former 
une ligne horizontale (Figure 11), et la dissection a été réalisée sous microscope optique. 
Notez que les quatre spores de chaque ligne appartiennent à la même tétrade. Après la 
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dissection, les plaques ont été incubées à 23°C jusqu’à apparition des spores (environ 
trois jours plus tard). 
 
 
Figure 11. Représentation schématique d’une plaque de dissection (reproduit du 
protocole de dissection du laboratoire) 157. 
 
Les spores ont été transférées sur des plaques YEPD sous la forme de petits 
bâtonnets, et les plaques ont été incubées à 23°C. 24 heures plus tard, les clones de 
chaque plaque ont été transférés par réplique au velours sur une plaque de milieu sélectif 
(SC-HIS) entreposée à 23°C, et sur 3 plaques de milieu de culture riche (YEPD) 
entreposées à 30°C, à 32°C et à 37°C. Les clones de chaque plaque ont également été 
transférés par réplique au velours sur deux plaques de milieu de culture pauvre en 
nutriments où l’un des deux types sexuels de la levure (MAT a ou MAT α) a été étalé, et 
le tout a été incubé à 23°C. L’idée derrière cette manipluation est qu’en condition de 
manque de nutriments, seuls les clones de type sexuel opposé à celui de la souche étalée 
sur la plaque pourront s’y conjuguer, former des diploïdes et donc survivre. Le niveau de 
croissance des clones a été déterminé 24 heures suivant la réplique au velours pour les 
plaques à 30°C, 32°C et à 37°C, et 48 heures après pour la plaque de milieu sélectif et les 
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plaques de sélection du type sexuel. La co-ségrégation du phénotype de thermosensibilité 
avec le marqueur de sélection HIS3MX6 a été confirmée, c’est-à-dire que les clones cdc5 
porteurs du marqueur de sélection étaient aussi thermosensibles. Pour chaque souche 
rétrocroisée, deux clones de types sexuels différents, mais appartenant à la même tétrade, 
ont été conservés. Le clone MATa de chaque souche a été rétrocroisé avec la souche 
sauvage de type Matα deux fois de plus. Veuillez noter que, pour la suite des expériences, 
c’est le clone MATa qui a été utilisé.  
2.3.Test de complémentation de l’allèle cdc5 avec l’allèle sauvage CDC5  
En génétique, la complémentation fait référence au fait qu’un gène introduit dans un 
organisme puisse compenser pour l’inactivation d’un autre et résulter en un sauvetage 
phénotypique. Le but du test de complémentation de cdc5 chez la souche mutante avec 
l’allèle de type sauvage était de vérifier si le phénotype de thermosensibilité observé était 
dû à la mutation présente dans le gène cdc5, ou bien à une mutation dans un gène qui est 
proche physiquement de CDC5 au point de co-ségréger son marqueur HIS. Pour ce faire, 
0,005 ml de plasmide YCplac22-CDC5::TADH1::HIS3MX6 marqué par le marqueur de 
sélection tryptophane (TRP) ont servi à transformer chacune des souches mutantes, et 
0,025 ml de cellules transformées ont été pris directement suivant le choc thermique, puis 
étalées sur du milieu de culture solide déficient en tryptophane (SC-TRP) pour que seules 
les cellules ayant été transformées avec succès en intégrant le plasmide puissent pousser. 
Une fois les colonies apparues, une colonie a été sélectionnée pour chaque souche 
transformée, et une purification par étalement de colonies isolées a été réalisée à partir de 
cette colonie à 23°C, tout en maintenant la pression de sélection (SC-TRP). Une fois les 
colonies isolées apparues, une seule colonie a été utilisée pour générer la souche finale 
complémentée. Pour vérifier si la complémentation de l’allèle mutant cdc5 avec l’allèle 
sauvage a réussi, une quintuple dilution en série a été réalisée sur du milieu de culture 
solide déficient en tryptophane (SC-TRP) en présence d’un contrôle (la souche mutante 
transformée avec un plasmide vide), et les plaques ont été incubées à 23°C, 30°C et 37°C. 




VI. Caractérisation du cycle cellulaire  
1. Synchronisation cellulaire : blocage au facteur α 
Le facteur α est une phéromone libérée par les levures MATα lorsqu’elles s’apprêtent 
à fusionner avec les cellules de type MATa. Lorsque le facteur α se lie aux récepteurs qui 
lui sont spécifiques sur la surface des cellules MATa, il inhibe l’activité de Cdc28-Cln 
dans ces dernières, causant ainsi leur arrêt cellulaire en G1 avec une morphologie 
distincte caractérisée par une projection cytoplasmique appelée « shmoo » 163. Dans le 
contexte de cette étude, le facteur α a été utilisé pour induire la synchronisation en G1 des 
cellules utilisées pour l’analyse du cycle cellulaire. Lors de cette expérience, une sous-
culture cellulaire de 50 ml à une D.O.600 nm de 0,225 a été préparée à partir d’une culture 
inoculée la veille de l’expérience. Lorsque la D.O.600 nm a atteint 0,3, la première dose de 
facteur α (0,05 ml de la solution stock à 1000 X) a été ajoutée à la sous-culture, toujours 
en incubation. Une heure plus tard, la même dose lui a été rajoutée pour une autre heure 
d’incubation. Finalement, la 3e dose (la moitié des doses précédentes) a été ajoutée et la 
sous-culture a été incubée pendant 30 minutes supplémentaires. Une fois la demi-heure 
écoulée, la synchronisation des cellules a été vérifiée à l’aide du microscope optique et le 
pourcentage de cellules ayant formé un « shmoo » a été compté pour déterminer 
l’efficacité du blocage. Les cellules ont été ensuite filtrées avec des filtres de 0,45 µm, 
lavées pour éliminer le facteur α, puis libérées dans 50 ml de YEPD préchauffé à 32°C. 
Les cellules ont été dès lors incubées à 32°C dans un incubateur bain-marie, pendant 150 
minutes. Des échantillons de 4 ml (1ml pour la microscopie à contraste interférentiel, 1,5 
ml pour l’imagerie en fluorescence et 1,5 ml pour l’analyse de cytométrie en flux) ont été 
prélevés de la culture à intervalles réguliers de 15 minutes tout au long de la période 
d’incubation. Les échantillons recueillis ont été centrifugés pendant 1 minute à 13000 
rotations/minute; puis les échantillons destinés à être utilisés en microscopie et 
cytométrie ont été resuspendus dans 1 ml d’éthanol à 70% alors que les échantillons de 
l’imagerie en florescence ont été fixés par resuspension dans 1ml de solution de fixation, 
pendant 30 minutes. 
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Les étapes du blocage des cellules à l’aide du facteur α ont été suivies telles qu’elles 
ont été décrites dans le protocole « Release from α-factor arrest at non-permissive 
temperature » de notre laboratoire 164. 
2. Microscopie à contraste interférentiel (DIC) 
La microscopie à contraste interférentiel a été utilisée pour déterminer la morphologie 
des cellules de chaque échantillon prélevé. Pour ce faire, les cellules ont été d’abord 
lavées 3 fois dans 0,5 ml de 0,1 M KPO4 pH 6,4. Ensuite, elles ont été resuspendues dans 
0,3 ml de 0,1 M KPO4 pH 6,4, brièvement soniquées puis visualisées sous le microscope.  
3. Immunofluorescence (IF) 
Le but de cette manipulation était de déterminer la morphologie du fuseau mitotique 
des cellules de chaque échantillon prélevé. Tel que décrit dans notre protocole « Yeast 
immunofluorescence » 165, les cellules de chaque échantillon ont été lavées 3 fois dans 1 
ml de 0,1 M KPO4 pH 6,4 et une fois dans 1 ml d’IF sorbitol. Elles ont ensuite été 
resuspendues dans 0,225 ml de solution de digestion et incubées à 30°C pendant 30 
minutes sur une roue rotatrice. Une fois la digestion terminée, les cellules ont été 
récoltées par centrifugation (3000 rotations/minute pendant 2 minutes), lavées dans 1 ml 
d’IF sorbitol puis resuspendues dans 0,9 ml d’IF sorbitol. 0,005 ml du mélange de 
suspension ont été transférés à chaque puits d’une lame de microscope à 15 puits (15-well 
capacity Multi-test slide, MP Biomedicals) préalablement tapissée de 0,1% polylysine. 
Après élimination des cellules qui ne s’étaient pas adhérées aux puits à l’aide de 
l’aspirateur, les lames ont été plongées dans du méthanol à -20°C pendant 3 minutes, puis 
dans de l’acétone à -20°C pendant 10 secondes. Les lames ont été ensuite entreposées 
dans des chambres humides (boites de pétri humides recouvertes avec de l’aluminium), et 
un volume de 0,005 ml d’anticorps primaire (α-tubuline, Gene Tex, Inc., dilution 1:250 
dans du PBS-BSA) a été ajouté dans chaque puits. Suite à une incubation de 2 heures à 
température de la pièce, chaque puits a été lavé 5 fois avec 0,010 ml de PBS-BSA, après 
quoi 0,005 ml d’anticorps secondaire (α-Rat FITC, dilution 1:96 dans du PBS-BSA) ont 
été ajoutés dans chaque puits. Après 2 heures d’incubation à température de la pièce, les 
puits ont été lavés comme décrit précédemment, puis 0,001 ml de DAPI-Mount ont été 
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ajoutés dans chaque puits. Les lames ont été couvertes par des lamelles, puis scellées 
avec du vernis. Une fois le vernis sec, les lames ont été visualisées au microscope. 
4. Cytométrie en flux 
La cytométrie en flux a été utilisée pour quantifier le contenu d’ADN des cellules de 
chaque échantillon. La procédure employée est telle que décrite 166, avec quelques 
modifications. Brièvement, les culots de cellules ont été lavés dans du 50 mM Tris-HCl à 
pH 7,5, brièvement soniqués, puis incubés pendant 3 heures à 42°C dans 0,2 ml de 50 
mM Tris-HCl (pH 7,5) et 0,02 ml de RNase A (Sigma). Une fois la durée d’incubation 
écoulée, les culots ont été incubés à 50°C dans 0,2 ml de 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) et 
0,02 ml de protéinase K (Sigma). Les cellules ont été ensuite resuspendues dans 0,1 ml de 
50 mM Tris-HCl (pH 7,5) et conservées à 4°C. Tout juste avant l’analyse de cytométrie 
en flux, l’ADN génomique des cellules a été marqué à l’aide de 1µM Sytox Green 
(Molecular Probes). La quantification du contenu d’ADN a été réalisée en utilisant le 
cytomètre et le logiciel FACSDiva (BD Biosciences). Les données brutes ont été 








Afin de pouvoir identifier le substrat de Cdc5 lors de la réponse d’adaptation aux 
dommages à l’ADN, il était important de procéder à une analyse du phosphoprotéome de 
Cdc5 in vivo. L’analyse du phosphoprotéome nécessitait l’utilisation d’un allèle CDC5 
thermosensible à une température de 30 °C, afin d’éviter les problèmes de 
phosphorylation non-spécifiques qu’il y aurait eu si des mutants thermosensibles à 37 °C 
auraient été utilisés à la place 155. Il fallait donc identifier/générer un allèle CDC5 
thermosensible à une température de 30 °C, puis caractériser son cycle cellulaire. 
La première étape a été d’identifier un tel allèle parmi les souches de la collection. 
La quintuple dilution en série réalisée avec les mutants cdc5 de la collection à 23°C, 
30°C, 32°C et à 37°C avait montré que la souche msd2-1 (cdc5-2) était thermosensible à 
une température de 30°C (Figure 12). Par contre, cette souche avait un défaut de 
croissance à 23°C, ce qui aurait été problématique si elle avait eu à être utilisée lors des 
prochaines étapes. Néanmoins, l’expérience avait permis d’identifier un allèle du gène 
CDC5 thermosensible à une température de 32°C : l’allèle cdc5-L170P (Figure 12). Cet 
allèle a été utilisé, de même que d’autres allèles du gène CDC5, afin de générer de 
nouveaux mutants cdc5 thermosensibles à une température de 30°C. En utilisant l’allèle 
cdc5-L170P comme souche matrice, notre hypothèse était que la mutation des résidus 
adjacents à la mutation du résidu 170, c’est-à-dire la mutation des résidus 169, 171 et 
172, résulterait en l’aggravation du phénotype de thermosensibilité de la souche à 30°C. 
L’utilisation des autres souches cdc5 mutantes avait pour but d’introduire des mutations 
dans leurs résidus 170, car notre hypothèse était que ce résidu était un résidu important du 
domaine kinase. De ce fait, sa mutation jumelée à d’autres mutations initialement portées 













Figure 12. Identification de cdc5-L170P comme étant un allèle thermosensible à 
32°C. Le niveau de croissance de chacun de ces mutants CDC5 à température permissive 
(23°C) et à températures restrictives (30°C, 32°C et 37°C) a été déterminé par une 
quintuple dilution en série « drop-test » sur YEPD, en comparaison avec celui des deux 
contrôles: la souche sauvage (contrôle négatif de la thermosensibilité) et cdc13-1 
(contrôle positif de la thermosensibilité). 
 
Le criblage génétique qui a suivi la création de nouveaux mutants cdc5 a révélé que la 
plupart des clones obtenus à partir des différentes PCR ne pouvaient être utilisés pour la 
suite du projet étant donné qu’ils n’étaient pas du tout thermosensibles ou qu’ils l’étaient 
à des températures plus élevées que 30°C. Les processus de génération de mutants et de 
criblage génétique ont été répétés à maintes reprises et ont montré qu’aucun clone obtenu 
à partir des réactions PCR réalisées sur l’ADN génomique extrait des souches autres que 
la souche cdc5-L170P n’était thermosensible, ou ne l’était à 30°C. Par contre, les PCR 
qui ont utilisé l’ADN génomique de cdc5-L170P ou de souches obtenues à partir de la 
mutation des résidus adjacents du résidu 170 chez cdc5-L170P comme matrice ont 
permis la création de quelques souches qui étaient thermosensibles à une température de 
30°C, dont les souches cdc5-17 et cdc5-18. 
 









1. Création de cdc5-17 et cdc5-18, deux allèles thermosensibles à 30°C  
Les processus de génération des mutants et de criblage génétique ont permis 
l’identification de deux souches qui étaient extrêmement thermosensibles à 30°C : les 
souches cdc5-C481Y-Q494R et cdc5-L170P-K171R-R172K, nommées cdc5-17 et cdc5-
18 respectivement (Figure 13). Le mutant cdc5-17 provient de la PCR mutagène réalisée 
avec l’amorce portant la mutation L170P et K171M sur l’ADN génomique de la souche 
cdc5-L170P, alors que le clone cdc5-18 est issu de la PCR mutagène réalisée en utilisant 
l’amorce portant les mutations L170P, K171R et R172K sur l’ADN génomique de la 
















Figure 13. Identification de cdc5-17 et cdc5-18 comme étant des allèles CDC5 












Le phénotype de thermosensibilité de chacun des deux allèles à température permissive 
(23°C) et à températures élevées (30°C, 32 °C et 37°C) a été déterminé par quintuple 
dilution en série sur YEPD, en comparaison avec celui de la souche sauvage (contrôle 
négatif de la thermosensibilité), de la souche cdc13-1 (un contrôle positif de la 
thermosensibilité) et de(s) la souche(s) ayant servi de matrice pour obtenir le mutant  
actuel. 
A) Phénotype de thermosensibilité de cdc5-17 en comparaison avec celui des deux 
contrôles et de cdc5-L170P, la souche originelle qui a été mutée pour obtenir le 
mutant actuel. 
B) Phénotype de thermosensibilité de cdc5-18 comparativement à celui des deux 
contrôles et de cdc5-L170P-K171R, la souche qui a servi à créer le mutant actuel, 
et de cdc5-L170P la souche mère de  cdc5-L170P-K171R. 
 
 
Par ailleurs, les résultats ont montré que, tout au long du processus de sélection et de 
rétrocroisement avec la souche sauvage, les mutants cdc5-17 et cdc5-18 ont tous les deux 
montré une co-ségrégation du phénotype de thermosensibilité avec le marqueur –HIS 
(résultat non-illustré). La Figure 14 à la page suivante montre le maintien du phénotype 
de thermosensibilité à travers les rétrocroisements de cdc5-17 et cdc5-18 avec la souche 
























Figure 14. Confirmation du phénotype de thermosensibilité de cdc5-17 et de cdc5-18 
après chaque rétrocroisement avec la souche sauvage. Le phénotype de 
thermosensibilité a été déterminé par quintuple dilution en série sur YEPD à 23°C, 30°C, 
32°C et à 37°C, en comparaison avec celui des souches contrôles : le type sauvage 
(contrôle négatif de la thermosensibilité) et cdc13-1 (contrôle positif de la 
thermosensibilité), ainsi qu’avec celui du clone maître (souche originelle). 
A) Quintuple dilution en série des trois clones issus des 3 rétrocroisements du mutant  
cdc5-17 avec la souche sauvage, en présence des deux contrôles et du clone 
maître (cdc5-17 originel). 
B) Quintuple dilution en série des trois clones issus des 3 rétrocroisements du mutant 
cdc5-18 avec le type sauvage, en présence des deux contrôles et du clone maître 
(cdc5-18 originel). 
 
23° 30° 32° 37°
Type sauvage 
cdc13-1 
cdc5-17 (clone maître) 
cdc5-17 (rétrocroisé 1X) 
cdc5-17 (rétrocroisé 2X) 




cdc5-18 (clone maître) 
cdc5-18 (rétrocroisé 1X) 
cdc5-18 (rétrocroisé 2X) 
cdc5-18 (rétrocroisé 3X) 
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Le test de complémentation de chacun des allèles créés avec l’allèle CDC5 a montré 















Figure 15. Test de complémentation de cdc5-17 et cdc5-18 avec l’allèle CDC5. 
Quintuple dilution en série réalisée sur SC-TRP (milieu de culture déficient en 
tryptophane) des souches mutantes cdc5-17 et cdc5-18 transformées avec le plasmide 
YCplac22-CDC5, en présence des contrôles cdc5-17-YCplac22 et cdc5-18-YCplac22 
contenant tous les deux un plasmide vide. 
A) Complémentation de l’allèle cdc5-17 avec l’allèle CDC5 et sauvetage 
phénotypique. 











L’étape suivante du projet a été d’analyser le cycle cellulaire de cdc5-17 et celui de 
cdc5-18 à 32°C afin de caractériser la progression du cycle cellulaire de chacun de ces 
deux mutants à la température mentionnée précédemment, c.à.d. à la température à 
laquelle les deux allèles cdc5 créés seraient inactivés. Les échantillons récupérés ont été 
soumis à une analyse de la morphologie cellulaire par microscopie à contraste 
interférentiel (DIC), de la morphologie des fuseaux mitotiques par immunofluorescence 
(IF) et du contenu d’ADN des cellules par cytométrie en flux. Les analyses entreprises 
ont mené aux observations suivantes : 
2. Blocage des cellules de cdc5-17 et cdc5-18 en fin de mitose en tant que 
cellules bourgeonnées avec un gros bourgeon  
Les résultats de l’analyse des cellules par microscopie à contraste interférentiel (DIC) 
des deux mutants a montré que les cellules de cdc5-17 et de cdc5-18 restaient bloquées 
sous la forme bourgeonnée, tout comme les cellules de cdc14-3 qui sont connues pour 
rester ainsi en fin du cycle cellulaire, et contrairement aux cellules sauvages qui 
continuent à cycler, c.à.d. qui terminent le 1er cycle cellulaire puis entament un second 
qu’elles complètent aussi durant le temps de l’analyse) (Onglet A, Figure 16 et Onglet 
A, Figure 17 pour cdc5-17 et cdc5-18 respectivement). 
Les résultats ont également permis de voir que les cellules bourgeonnées de cdc5-17 
étaient beaucoup plus grosses que celles du type sauvage et avaient un gros bourgeon. De 
plus, les morphologies adoptées par les cellules bourgeonnées de cdc5-17 étaient 
différentes au sein de la même population, ce qui a  donné naissance à une population 
non-homogène. L’onglet B de la Figure 16 représente un aperçu des différentes 
morphologies bourgeonnées observées chez cdc5-17 en fin de mitose, en comparant la 
taille de ces cellules avec des cellules bourgeonnées du type sauvage.  
En ce qui concerne cdc5-18, les résultats de DIC ont montré que ses cellules restaient 
également bloquées sous la forme de grosses cellules bourgeonnées avec un gros 
bourgeon. Les cellules de cdc5-18 étaient plus grosses que celles du type sauvage, mais 
elles l’étaient moins que celles de cdc5-17. De plus, la population de cellules de cdc5-18 
était beaucoup plus homogène que celle de cdc5-17 (Onglet B de la Figure 17). 
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3. Arrêt cellulaire uniforme en fin de mitose (en anaphase) 
La phase du cycle cellulaire à laquelle les cellules s’arrêtent  a été déterminée à l’aide 
des résultats d’IF (en regardant la forme des microtubules et la ségrégation de l’ADN) et 
confirmée par les résultats de la cytométrie en flux (en quantifiant l’ADN dans les 
cellules). La quantification des types de microtubules (courts ou longs) observés tout au 
long de l’analyse du cycle cellulaire a permis de voir que les cellules de cdc5-17 et de 
cdc5-18 restaient bloquées avec des microtubules longs, tout comme cdc14-3 (Onglet A 
de la Figure 16 et Onglet A de la Figure 17, pour cdc5-17 et cdc5-18 respectivement). 
L’onglet C dans les Figures 16 et 17 illustre le résultat de l’onglet A dans les mêmes 
figures, en montrant des cellules avec des microtubules longs et deux masses d’ADN 
séparées ou en train de se séparer, ce qui est typique de ce qui aurait été observé en fin de 
mitose (anaphase). Les résultats obtenus pour les deux mutants étaient similaires à ceux 
de cdc14-3 qui est connu pour rester bloqué en fin de mitose avec des microtubules longs. 
Les résultats de la cytométrie en flux ont confirmé que les cellules des deux mutants 
étaient bien restées bloquées en fin de mitose en montrant que la quantité d’ADN dans 
ces cellules était 2n. Ces résultats sont semblables à ceux obtenus pour le contrôle cdc14-















Figure 16. Analyse du cycle cellulaire de cdc5-17. (Les onglets C et D ainsi que la légende 
de la figure suivent). 









Figure 16. Analyse du cycle cellulaire de cdc5-17. La progression dans le cycle 
cellulaire a été déterminée pour cdc5-17 et les deux souches contrôles (cdc14-3 et le type 
sauvage) après synchronisation des cellules en G1 en utilisant le facteur α, et la libération 
des cellules dans du YEPD à 32°C. Les échantillons de chacune des souches ont été 
recueillis à intervalles réguliers de 15 minutes pour (A) évaluer le pourcentage des 
cellules bourgeonnées (indice de bourgeonnement) et la longueur des microtubules, (B) 
déterminer la morphologie terminale des cellules, (C) déterminer la morphologie des 
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Figure 17. Analyse du cycle cellulaire de cdc5-18. La progression dans le cycle 
cellulaire a été déterminée pour cdc5-18 et les deux souches contrôles (cdc14-3 et le type 
sauvage) après synchronisation des cellules en G1 en utilisant le facteur α, et la libération 
des cellules dans du YEPD à 32°C. Les échantillons de chacune des souches ont été 
recueillis à intervalles réguliers de 15 minutes pour (A) évaluer le pourcentage des 
cellules bourgeonnées (indice de bourgeonnement) et la longueur des microtubules, (B) 
déterminer la morphologie terminale des cellules (C) déterminer la morphologie des 



































Les kinases de la famille Polo (PLK) orchestrent tout un éventail d’événements du 
cycle cellulaire allant de l’entrée en mitose jusqu’à la cytocinèse 133. Récemment, notre 
laboratoire a montré que PLK/Cdc5 (la kinase PLK chez Saccharomyces cerevisiae) 
promouvait, via son domaine Polo-box (PBD), la réponse d’adaptation aux dommages à 
l’ADN. Il a également montré que le substrat de Cdc5 lors de cette réponse était localisé 
dans les centrosomes de levure appelés SPB 154. Dans le but d’identifier ce substrat, une 
analyse du phosphoprotéome intégral de Cdc5 in vivo devait être réalisée en utilisant un 
allèle CDC5 thermosensible à 30°C.  
En vue d’identifier un allèle CDC5 thermosensible à une température de 30°C, 
nous avons commencé par regarder si un tel allèle n’existait pas déjà dans notre 
collection. Pour ce faire, des mutants cdc5 ont été soumis à une quintuple dilution en 
série afin de déterminer le niveau de croissance des souches à 23°C, 30°C, 32°C et à 
37°C. Le résultat de l’expérience a montré que la souche msd2-1 (cdc5-2) était 
thermosensible à une température de 30°C (Figure 12), mais qu’elle présentait un défaut 
de croissance à température permissive, soit à 23°C, ce qui rendait son utilisation lors de 
notre projet impossible. Ceci dit, bien qu’aucun autre allèle cdc5 thermosensible à 30°C 
n’ait été identifié, cette expérience a désigné l’allèle cdc5-L170P comme étant un allèle 
thermosensible à une température de 32°C. Nous avons donc pensé que le résidu 170 
serait un résidu important, vu que sa mutation avait conféré à la souche qui la portait, la 
souche cdc5-L170P, un défaut de croissance à température non-permissive. Notre 
hypothèse était donc que la mutation du résidu 170 dans des souches ayant d’autres 
mutations dont quelques-unes qui leur conféraient déjà un phénotype de thermosensibilité 
à haute température, ou bien la mutation des résidus 169, 171 et 172 qui sont adjacents au 
résidu 170 dans la souche cdc5-L170P déstabiliseraient encore plus la structure de la 
protéine dans la zone de la mutation initiale et résulteraient en la création de mutants 
thermosensibles à 30°C. L’étape suivante du projet a été donc de générer des mutants 
cdc5 thermosensibles à 30°C par PCR mutagène dirigée en utilisant l’ADN génomique 
en provenance de la souche cdc5-L170P et de d’autres mutants cdc5. 
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1. La mutation du résidu 170 et de ses résidus adjacents résulte en un 
phénotype de thermosensibilité à une température de 30°C 
Les résultats du criblage génétique qui a suivi la génération des mutants avaient 
montré que les clones issus de la mutation du résidu 170 dans les souches portant 
initialement d’autres mutations dans leur gène CDC5 n’étaient pas thermosensibles, ou ne 
l’étaient pas à une température de 30°C; alors que les clones issus de la mutation des 
résidus adjacents du résidu 170 dans la souche cdc5-L170P (comme cdc5-L170P-K171R) 
ou dans d’autres souches elles-mêmes créées à partir de la souche cdc5-L170P (comme 
cdc5-L170P-K171R-R172K créée à partir de cdc5-L170P-K171R) étaient bien 
thermosensibles à 30°C. Une des raisons pour lesquelles la mutation du résidu 170 des 
autres mutants cdc5 n’ait pas donné de clones thermosensibles pourrait être que les 
mutations préalablement présentes dans leurs gènes cdc5 respectifs auraient pu jouer le 
rôle d’un suppresseur et abolir ainsi le phénotype de thermosensibilité qui aurait dû 
apparaître avec la mutation du résidu 170 (suppression intragénique). D’un autre côté, 
une mutation introduite ailleurs dans le génome aurait également pu jouer le rôle du 
suppresseur et faire en sorte que la souche créée ne soit pas thermosensible (suppression 
intergénique). Dans le cas des clones issus de la mutation du résidu 170 dans des souches 
portant initialement d’autres mutations dans le gène cdc5, qui avaient montré un 
phénotype de thermosensibilité à température élevée mais pas à 30°C, la cause pourrait 
être expliquée par le fait que la mutation du résidu 170 à elle-seule, bien qu’elle puisse 
affecter la croissance cellulaire et causer un phénotype de thermosensibilité à température 
non-permissive telle que 32°C, n’est pas suffisante pour induire un changement notable 
de la structure de la protéine, affecter considérablement son activité et résulter en un 
phénotype de thermosensibilité à 30°C. Cette explication est d’autant plus appuyée par le 
fait que la souche cdc5-L170P est devenue thermosensible à 30°C seulement après la 
mutation des résidus adjacents du résidu 170, c’est-à-dire des résidus 171 et 172, tel 
qu’observé sur la Figure 13 dans la section des résultats, où on voit que les souches 
cdc5-L170P-K171R et cdc5-L170P-K171R-R172K  sont nettement plus thermosensibles 
à 30°C que la souche initiale. Ceci montre donc que le phénotype de thermosensibilité 
observé à 30°C est dû à la mutation des résidus adjacents au résidu 170. Cette mutation a 
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perturbé la structure de la protéine dans la région de la mutation initiale et a résulté en 
une aggravation du phénotype de thermosensibilité de la souche matrice. Notre 
observation confirme, en conséquence, notre hypothèse de départ en ce qui concerne 
l’étape de la PCR mutagène dirigée, qui était que la mutation des résidus adjacents du 
résidu 170 aggraverait le phénotype de thermosensibilité observé chez  la souche cdc5-
L170P et résulterait en un phénotype de sensibilité à une température de 30°C. 
2. Identification de cdc5-17, un mutant de l’IDL, et de cdc5-18 un mutant 
du domaine kinase comme étant thermosensibles à 30°C 
Parmi les mutants cdc5 thermosensibles à 30°C obtenus suite à la procédure de 
criblage génétique, deux clones ont été identifiés comme étant très sensibles à cette 
température: cdc5-C481Y-Q494R et cdc5-L170P-K171R-R172K, appelés cdc5-17 et 
cdc5-18, respectivement (Onglet A et Onglet B de la Figure 13 pour cdc5-17 et pour 
cdc5-18, respectivement). Le clone cdc5-18, un mutant du domaine kinase, a été obtenu 
par PCR mutagène en utilisant l’amorce portant les mutations L170P, K171R et R172K 
sur l’ADN génomique provenant de la souche cdc5-L170P-K171R. Le mutant cdc5-17, 
un mutant du domaine IDL, provient quant à lui de la PCR mutagène réalisée avec 
l’amorce portant les mutations L170P et K171M sur l’ADN génomique de la souche 
cdc5-L170P. Pourtant, les mutations qu’il porte sont différentes de celles censées être 
introduites dans l’ADN génomique de cdc5-L170P, et il n’a plus la mutation L170P. 
L’explication de ce résultat réside dans la compréhension de ce qui s’est produit lors des 
deux étapes majeures de la génération des mutants, c’est-à-dire lors de la PCR mutagène 
et de la transformation du produit PCR obtenu dans la souche sauvage. La Figure 18 de 
la page suivante schématise ce qui s’est produit lors de ces deux étapes. En effet, c’est 
lors de la PCR mutagène dirigée réalisée sur l’ADN génomique de cdc5-L170P avec 
l’amorce contenant les mutations L170P et K171M que les mutations C481Y et Q494R 
ont dû apparaitre à cause d’une erreur de la polymérase Ex Taq. Le produit PCR alors 
obtenu contenait les mutations L170P-K171M(?)-C481Y-Q494R (le point d’interrogation 
réfère au fait que l’on ne sait pas si la mutation K171M a été introduite ou pas dans le 
produit PCR étant donné qu’il n’a pas été séquencé). Lors de la transformation du produit 
PCR obtenu dans la souche sauvage, ce dernier s’est inséré par recombinaison 
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homologue en aval du résidu 170 (ou du résidu 171, si la mutation K171M était 
réellement présente dans le produit PCR), ce qui a fait que ni la mutation du résidu 170 ni 
celle du résidu 171 ne figure dans la séquence de la souche nouvellement créée, alors que 
les mutations C481Y et Q494R y ont été introduites. Les résultats de la quintuple dilution 
en série de cdc5-17 ainsi que cdc5-18 (Onglet A et Onglet B, de la Figure 13, 
respectivement) montrent bien que les deux souches sont très sensibles à une 
température de 30°C. De plus, ils montrent bien la sévérité de leur phénotype de 




Figure 18. Schéma explicatif de la façon dont cdc5-17 a été généré. (La légende de la 
figure suit à la page suivante). 
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Les mutations C481Y et Q494R, des mutations du domaine IDL, ont été introduites dans 
l’ADN génomique de cdc5-L170P à cause d’une erreur de la polymérase Ex Taq. Le 
produit PCR obtenu a été utilisé pour transformer la souche sauvage. Le processus de 
transformation est basé sur la recombinaison entre deux régions homologues présentes 
dans la souche transformée et dans la séquence que l’on veut intégrer. Dans ce cas-ci, la 
recombinaison ne s’est pas produite comme ce à quoi on s’attendait, c’est-à-dire entre la 
région en amont du résidu 170 et la région en aval de la cassette de sélection (flèches 
bleues), mais plutôt entre la région en aval du résidu 170 et la région en aval de la 
cassette de sélection (flèches organes), ce qui a fait que la mutation du résidu 170 ne 
figure pas dans la séquence de la souche nouvellement créée, alors que les mutations 
C481Y et Q494R y ont été introduites. 
 
Les résultats de rétrocroisement de chacune des souches mutantes avec le type 
sauvage ont montré une co-ségrégation du phénotype de thermosensibilité avec le 
marqueur de sélection –HIS3MX6, ce qui prouve que la mutation à l’origine de ce 
phénotype est liée au marqueur de sélection et, donc, au gène CDC5 (résultats non-
illustrés). La quintuple dilution en série des trois rétrocroisements des mutants  cdc5-17 et 
cdc5-18 avec le type sauvage (Onglet A et Onglet B, de la Figure 14, respectivement) 
montrent le maintien du phénotype de thermosensibilité à travers les rétrocroisements, 
appuyant encore plus le fait selon lequel la cause du phénotype est liée au marqueur –
HIS3MX6. Pourtant, ce résultat ne prouve pas que la mutation responsable du phénotype 
de thermosensibilité soit présente dans le gène CDC5; la mutation peut très bien se 
trouver dans un gène qui est tellement proche de CDC5 au point de co-ségréger avec lui. 
La quintuple dilution du test de complémentation des deux allèles cdc5-17 et cdc5-18 
(Onglet A et Onglet B, de la Figure 15, respectivement) avec l’allèle sauvage CDC5 a 
montré un sauvetage phénotypique dans les deux cas, prouvant ainsi pour de bon que les 




3. cdc5-17 et cdc5-18 restent actifs sur le plan métabolique après 
exposition à température non-permissive 
Les résultats d’analyse du cycle cellulaire à 32°C des deux mutants ont montré 
que les cellules de cdc5-17 et cdc5-18 restaient bloquées en fin de mitose en tant que 
cellules bourgeonnées dotées d’une taille supérieure à celle d’une cellule du type sauvage 
et possédant un gros bourgeon (Onglets A et B de la Figure 16 et Onglets A et B de la 
Figure 17, pour cdc5-17 et cdc5-18, respectivement). L’explication de cette 
observation a déjà été fournie par une étude de Johnston et al. (1977) dans laquelle des 
mutants cdc exposés à des températures non-permissives subissaient un arrêt de la 
division cellulaire tout en continuant à être actifs sur le plan métabolique et à croître 
jusqu’à atteindre le double de la taille qu’ils auraient atteinte à température permissive 
167. La présence de grosses cellules bourgeonnées a, par ailleurs, été observée par notre 
laboratoire chez le mutant cdc5-16, un mutant du domaine boîte Polo, lors de son 
exposition à température restrictive 154, 168. Ceci dit, les observations que nous avons 
faites par microscopie pourraient être ultérieurement vérifiées en quantifiant cette 
différence de taille. 
4. Les différences entre cdc5-17 et cdc5-18 concernant la grosseur de leurs 
cellules et l’homogénéité de leurs populations peuvent être dues à la 
localisation de leurs mutations 
Les mutants cdc5-17 et cdc5-18 créés lors de ce projet, bien qu’ils aient tous les 
deux exhibé une taille cellulaire plus grande que celle des cellules de levure sauvage, 
avaient quand même présenté des différences quant à la grosseur de leurs cellules et à 
l’homogénéité de leurs populations. En effet, alors que la population de cdc5-18 
comprenait des cellules uniformes caractérisées par leur grosseur anormale qui dépassait 
celle des cellules sauvages, celle de cdc5-17 était hétérogène en comptant diverses 
morphologies cellulaires et une grosseur qui allait au-delà de celle des cellules sauvages 
et même de celles de cdc5-18 (Onglet B de la Figure 16 et Onglet B de la Figure 17, 
pour cdc5-17 et cdc5-18, respectivement). L’explication de ce phénomène est 
probablement liée à la localisation des mutations de chacun des deux mutants : les 
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mutations de cdc5-18 se trouvent dans le domaine kinase, alors que celles de cdc5-17 se 
trouvent dans l’IDL qui relie le domaine kinase au domaine boîte Polo (PBD), dans une 
région très proche du PBD. De par sa position, l’IDL est capable d’influencer l’activité 
du domaine kinase et/ou du PBD, de même que l’interaction des deux domaines 
ensemble 18. Il serait donc possible que la présence de mutations dans l’IDL puisse 
affecter l’activité des deux domaines ou de leur interaction ensemble résultant ainsi en 
une diversité morphologique. Les mutations portées par cdc5-17 (C481Y et Q494R) ont 
le potentiel, de par les changements drastiques qu’elles peuvent introduire dans la 
structure du domaine IDL, d’affecter la structure totale de la protéine, ce qui peut avoir 
des répercussions négatives sur l’activité des domaines kinase et PBD, ainsi que sur leur 
interaction ensemble. Par ailleurs, le fait que les mutations de cdc5-17 soient localisées 
dans une région proche du domaine PBD pourrait également être responsable de la 
grosseur de ces cellules qui dépasse celle des cellules sauvages et des cellules de cdc5-18. 
En effet, il se trouve que cdc5-16, un mutant du domaine PBD, ait déjà montré une sorte 
de gigantisme cellulaire sans précédent lors de son exposition à température restrictive 
154. La raison pour laquelle les mutants PBD semblent être plus enclins à continuer à 
croître, alors qu’ils subissent un arrêt de la prolifération cellulaire demeure inconnue. Une 
investigation plus approfondie serait nécessaire pour comprendre ce phénomène. 
5. Le blocage des cellules de cdc5-17 et de cdc5-18 en anaphase à 
température non-permissive est dû à un défaut dans la promotion de la 
sortie de la mitose 
Les résultats d’analyse du cycle cellulaire ont également montré que les cellules 
bourgeonnées qui persistaient le long du cycle cellulaire étaient en fait en fin de mitose 
(en anaphase), à en juger par la présence de microtubules longs et de quantité d’ADN en 
2n (Onglets C et D de la Figure 16 et Onglets C et D de la Figure 17, pour cdc5-17 et 
cdc5-18, respectivement), confirmant ainsi notre hypothèse de départ. Ces résultats sont 
semblables à ceux du contrôle cdc14-3. Cdc14 est une protéine phosphatase jouant un 
rôle primordial dans la promotion de la sortie de mitose. En début d’anaphase, une 
fraction de Cdc14 est libérée par la voie du FEAR où elle prend part à de nombreux 
processus tout aussi importants les uns que les autres 99. En effet, cette fraction de Cdc14 
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est non seulement impliquée dans la ségrégation de l’ADN ribosomal des nucléoles 115, 
116, dans la régulation de la dynamique des fuseaux mitotiques en anaphase 117, 118, et dans 
le positionnement du noyau 119, mais aussi dans la promotion de la sortie de la mitose à la 
fin du cycle cellulaire 97, 113. Cdc14 favorise la voie du MEN en activant Cdc15 120, l’une 
de ses composantes, ce qui permet de libérer, à partir des nucléoles, encore plus de 
Cdc14. Cdc14 libérée par la voie du MEN se charge alors de l’inactivation de Cdc28-
Clb2 (l’équivalent de CDK1-cycline B chez l’Homme) en promouvant la dégradation de 
Clb2 par l’APC/CCdh1 110; en activant Sic1, un inhibiteur de Cdc28-Clb2; et en favorisant 
l’entrée au noyau de Swi5, un facteur de transcription important pour l’expression de 
l’inhibiteur Sic1 47, 125. Visintin et al avaient déjà montré que, chez le mutant cdc14-3, ces 
processus sont compromis et la cellule reste bloquée en anaphase, vu qu’elle ne peut pas 
dégrader Clb2 169. Cdc5 est un important régulateur du MEN où il promeut, en inactivant 
Bub2/Bfa1, l’activation de Tem1, la composante la plus en amont de la cascade du MEN, 
ce qui mène ensuite à la libération de Cdc14 98, 124. Il se trouve également que Cdc5 soit 
responsable de la libération de la petite fraction de Cdc14 au début de l’anaphase via la 
voie du FEAR, ce qui permet l’activation de la voie du MEN 112. De par ses fonctions, la 
kinase Cdc5 semble être le principal orchestrateur de la sortie de la mitose. Le fait que la 
libération et l’activité de Cdc14 nécessitent l’activité de Cdc5 fait en sorte que la 
mutation de Cdc5 dans cdc5-17 et dans cdc5-18 ne permette pas l’activation de Cdc14, ce 
qui résulte en les mêmes défauts que ceux observés chez le mutant cdc14-3, c’est-à-dire 
un défaut du MEN et un blocage en fin de mitose. En d’autres mots, le blocage des 
cellules de cdc5-17 et de cdc5-18 en anaphase est dû à la mutation de Cdc5 qui a 
empêché la libération de Cdc14 et qui a résulté en l’arrêt cellulaire que nous avons 
observé. 
6. Importance de l’étude des kinases de la famille Polo et impact de la 
création des allèles cdc5-17 et de cdc5-18 sur l’avancement de la science 
L’implication des kinase Polo dans le développement des tumeurs cancéreuses est 
indéniable 170. De nombreuses études ont montré que Plk1 était surexprimée dans 
plusieurs types de cancers, notamment dans les gliomes 171, le cancer de la tête et du cou 
172, le cancer du sein 173, le cancer de l’ovaire 174, 175, le cancer colorectal 176 et le cancer 
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de la thyroïde 177. L’étude de PLK1 et de ses orthologues tels que Cdc5, qu’elle soit axée 
sur la compréhension de la structure de la protéine ou sur sa fonction, permettrait de 
mieux comprendre les mécanismes par lesquels les PLK promeuvent le cancer ou 
favorisent sa propagation. L’un des mécanismes par lesquels PLK promeut la progression 
accélérée du cancer est l’adaptation aux dommages à l’ADN causés par les 
chimiothérapies. Comprendre comment PLK/Cdc5, spécifiquement son domaine PBD, 
favorise l’adaptation aux dommages à l’ADN et identifier ses substrats lors de cette 
réponse constitue l’objectif principal de notre projet. Cette identification pourrait apporter 
de précieux renseignements quant à la manière par laquelle PLK/Cdc5 favorise 
l’adaptation aux dommages à l’ADN et pourrait, potentiellement, servir à créer des agents 
chimiothérapeutiques qui puissent convenablement cibler PLK. 
Les deux mutants créés, cdc5-17 et cdc5-18, représentent deux outils qui seront 
indéniablement bénéfiques pour la science, non seulement dans le cadre de la poursuite 
de l’objectif ultime de notre projet de recherche, mais aussi pour d’autres projets futurs 
de notre laboratoire ou pour d’autres projets qui serviront la science, en général. Le 
mutant cdc5-18 sera le meilleur outil pour l’identification des susbtrats de Cdc5 lors de la 
réponse d’adaptation, étant donné le caractère homogène de sa population de cellules, et 
le fait que ses mutations touchent le domaine kinase puisque nous voulions justement 
identifier les susbtrats phosphorylés par Cdc5. En ce qui concerne le mutant cdc5-17, il 
sera éventuellement plus intéressant à utiliser lors de l’étude du rôle de la liaison inter-
domaine (IDL) dans la régulation de l’activité kinase, par exemple; ou bien dans la 
régulation du PBD. Récemment, la co-crystallisation des domaines kinase et boîte-Polo 
(PBD) de la PLK du poisson zèbre, en utilisant la protéine Map205 de la drosophile 
comme stabilisateur du complexe, a non seulement montré comment les deux domaines 
étaient positionnés l’un par rapport à l’autre, mais a aussi révélé que ces deux domaines 
se régulaient l’un l’autre par allostérie 178. La structure de l’IDL est peut-être un peu 
moins conservée entre les organismes que celle des domaines kinases et boîte Polo, mais 
le fait que l’IDL soit localisé entre ces deux domaines et que ces derniers intéragissent 
ensemble pourrait avoir un lien dans la régulation de leurs activités et pourrait impliquer 
une participation de l’IDL dans leur intéraction 18. Le mutant cdc5-17 pourrait être utile 
lors de l’étude du rôle de l’IDL dans l’intéraction des domaines kinases et PBD. 
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Conclusion et perspectives 
 
Les kinases de la famille PLK jouent un rôle majeur durant le cycle cellulaire, 
notamment en promouvant des processus essentiels tels que l’entrée en phase M, 
l’orientation des centrosomes et la sortie du cycle cellulaire 133. En étudiant Cdc5, la PLK 
de Saccharomyces cerevisiae, notre laboratoire a montré que son domaine PBD 
promouvait la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN, et ce, en permettant la 
localisation de la kinase aux centrosomes de levure, l’endroit où serait localisé son 
substrat potentiel durant cette réponse 154.  
L’identification du substrat de Cdc5 nécessitait une analyse du phosphoprotéome 
intégral de la kinase in vivo en utilisant deux allèles CDC5 thermosensibles à 30°C. Dans 
le présent projet, nous avons réussi à en créer : cdc5-17 et cdc5-18. Les mutants portant 
ces deux allèles ont été soumis à une analyse du cycle cellulaire qui a montré que les 
cellules des deux mutants restaient bloquées en fin de mitose (en anaphase) sous la forme 
bourgeonnée, témoignant ainsi d’un défaut dans la sortie du cycle cellulaire. Ce défaut est 
causé par la mutation du gène CDC5 dont la protéine promeut la sortie de la mitose via 
deux voies : la voie du FEAR et la voie du MEN 98, 112, 124. En affectant ces deux voies, la 
mutation de CDC5 abroge la libération, à partir des nucléoles, de Cdc14, la protéine 
responsable de la sortie de la mitose, ce qui résulte en un blocage en anaphase 169.  
Étant donné que le mutant cdc5-18 possède une population de cellules plus 
homogène que celle du mutant cdc5-17, c’est le mutant cdc5-18 qui sera utilisé 
ultérieurement lors de l’analyse phosphoprotéomique en vue de l’identification des 
substrats de PLK/Cdc5 lors de la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN.  
Maintenant qu’un mutant CDC5 thermosensible à 30 °C a été créé, nous pouvons 
procéder à la poursuite de l’objectif de notre projet. À court terme, nous prévoyons 
procéder à l’analyse phosphoprotéomique in vivo de Cdc5, en utilisant le mutant portant 
l’allèle cdc5-18 comme contrôle négatif. Cette analyse nous permettra d’identifier tous 
les substrats de Cdc5 par LC/MS-MS, y compris les cibles de Cdc5 qui se localiseraient 
aux SPB même transitoirement et celles qui sont les moins conventionnelles. D’un autre 
côté, nous pouvons également procéder avec notre plan de départ et essayer d’identifier 
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les substrats de Cdc5 en soumettant des préparations de SPB à des réactions de 
phosphorylation in vitro en utilisant la kinase Cdc5 purifiée. Précisément, une 
spectrométrie de masse quantitative pourra être utilisée afin de comparer les niveaux de 
phosphorylation des protéines des SPB après des réactions de phosphorylation effectuées 
en présence ou en absence de Cdc5. Les protéines ayant une augmentation de la 
phosphorylation à la suite du traitement en présence de Cdc5 seront considérées comme 
des substrats potentiels de Cdc5 dans le processus d’adaptation. 
À moyen terme, nous validerons le rôle des candidats identifiés en utilisant un 
essai standard de formation de colonies chez des cellules vivantes. De façon spécifique, 
la délétion de gènes sera utilisée pour inactiver les effecteurs potentiels de Cdc5 dans les 
cellules portant la mutation cdc13-1, c’est-à-dire des cellules qui ont un dommage à 
l’ADN au niveau des télomères et qui sont en arrêt de cycle cellulaire suite à l'activation 
d'un point de contrôle. L’adaptation aux dommages dans l’ADN dans des cellules 
normales implique la formation de microcolonies qui peuvent être visualisées et 
quantifiées à l’aide d’un microscope optique. Puisque Cdc5 est essentiel à la réponse 
d’adaptation aux dommages dans l’ADN 145-153, enlever ses effecteurs devrait résulter en 
une réponse d’adaptation défectueuse. Finalement, les résidus phosphorylés par Cdc5 
dans ses effecteurs seront enlevés afin de valider que ces événements de phosphorylation 
spécifiques sont bel et bien responsables de la réponse d’adaptation aux dommages dans 
l’ADN. 
À long terme, nous essayerons de déterminer le rôle du PBD de PLK1 lors de la 
réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN chez les cellules humaines. Pour ce faire, 
un essai standard de formation de colonies sera réalisé chez des cellules portant des 
mutations dans le domaine PBD, qui sont analogues à celles de cdc5-16. L’essai 
comportera l’exposition de ces cellules à des radiations afin d’induire des cassures 
double-brin dans leur ADN et engendrer, par conséquent, l’activation du point de 
contrôle G2/M et un arrêt cellulaire en G2. L’adaptation aux dommages à l’ADN sera 
visualisée à l’aide du microscope optique grâce à l’apparition des chromosomes 
condensés marquées par les phosphohistones H1 et H3 qui sont spécifiques à la mitose, 
de même que de celle des foyers de γ-H2AX qui marquent la présence de dommages à 
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l’ADN 150, 179. Par ailleurs, nous prévoyons déterminer si les homologues humains des 
effecteurs de Cdc5 lors de la réponse d’adaptation aux dommages à l’ADN sont 
également impliqués dans ce processus chez les cellules humaines. La contribution de ces 
effecteurs à la réponse d’adaptation sera mesurée en sous-régulant leur niveau 
d’expression dans des cellules humaines exposées à des radiations afin d’induire un arrêt 
en G2/M. Dans le cas où ces effecteurs, en d’autres mots, les homologues humains des 
effecteurs de Cdc5, sont réellement impliqués dans la réponse d’adaptation aux 
dommages à l’ADN, leur sous-régulation devrait résulter en un défaut du processus 
d’adaptation chez les cellules humaines. 
Finalement, il serait judicieux de penser que les deux mutants créés, cdc5-17 et 
cdc5-18 pourraient apporter une éventuelle contribution à la Science, qui s’étendrait bien 
au-delà de la réalisation de notre projet de recherche. L’utilisation des deux allèles cdc5 
pourrait s’avérer pertinente notamment lors d’études ayant pour objectif l’identification 
des substrats de Cdc5 dans d’autres processus durant le cycle cellulaire, ou bien dans 
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Tableau 1. Liste des souches mentionnées dans les figures. 
Figure Nom de la souche Génotype 
   
       Figure 9                     D4107                                                   MATa CDC5 
                                            D42                                                     MATa cdc13-1 
                                            D773                                 MATa cdc5-L170P::Tadh1::HIS3MX6 
                                            D4285                                         MATa cdc5-nf:NATMX6 
                                            D29                                                MATa msd2-1::URA3 
                                            D1465                                                MATa cdc5-16 
 
        Figure 13                    D4107                                                  MATa CDC5 
                                           D42                                                    MATa cdc13-1   
                                           D773                             MATa cdc5-L170P::Tadh1::HIS3MX6 
                                           D4589                        MATa cdc5-C481Y-Q494R::Tadh1::HIS3MX6 
                                                                           Également appelé: cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 
                                            D4558                 MATa cdc5-L170P-K171R::Tadh1::HIS3MX6 
                                            D4587             MATa cdc5-L170P-K171R-R172K::Tadh1::HIS3MX6 
                                                                          Également appelé: cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 
 
       Figure 14                   D4107                                                  MATa CDC5 
                                          D42                                                    MATa cdc13-1   
                                          D4589                              MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 
                                          D4772                     MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 1X) 
                                          D4820                   MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 2X) 
                                          D4891                  MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 3X) 
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Tableau 1. (Suite) 
Figure Nom de la souche Génotype 
   
                                             D4587                                    MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 
                                             D4948                  MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 1X) 
                                             D5004                 MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 2X) 
                                             D5070                 MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 (rétrocroisé 3X) 
 
     Figure 15                                                            MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6-YCplac22 
                                                                        MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6-YCplac22-CDC5 
                                                                            MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6-YCplac22 
                                                                       MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6-YCplac22-CDC5 
 
   Figure 16                        D4107                                                  MATa CDC5 
                                          D4891                                 MATa cdc5-17::Tadh1::HIS3MX6 
                                          D46                                                 MATa cdc14-3 
 
   Figure 17                       D4107                                                  MATa CDC5 
                                         D5070                                 MATa cdc5-18::Tadh1::HIS3MX6 
                                         D46                                                   MATa cdc14-3 
 
Tableau 2. Liste des souches utilisées lors de l’étape de génération de nouveaux 
mutants cdc5. 
                 Nom de la souche Génotype 
                           D773 
                           D777 
                           D1224 
                           D1640                                        
MATa cdc5-L170P::Tadh1::HIS3MX6    
MATa  cdc5-99::Tadh1::HIS3MX6 
    MATa  cdc5-77::HIS3MX6 
   MATa  cdc5-85::HIS3MX6 








Tableau 3. Recettes et composition des milieux de culture et des produits utilisés 
dans leur préparation. 
Milieu de culture/solution Volume final Composition 





        
 
          2,22 X SC-Leu-His 
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             - 
22,2 g de Difco Bacto Yeast Extract, 
44,4 g de Difco Bacto Peptone et 1L 
d’eau bi-distillée. Le tout doit être 
stérilisé (autoclavé pendant 35 min à 
121°C). 
14,9 g de Difco Bacto Yeast Nitrogen 
base sans AA (mais avec du sulfate 
d’ammonium) et 4,44 g de poudre de 
chaque acide aminé (à l’exception de 
l’histidine et de la leucine). Le tout doit 
être stérilisé (autoclavé pendant 35 min 
à 121°C). 
 
14,9 g de Difco Bacto Yeast Nitrogen 
base sans AA (mais avec du sulfate 
d’ammonium) et 4,44 g de poudre de 
chaque acide aminé (à l’exception du 
tryptophane et de l’uracile). Le tout 
doit être stérilisé (autoclavé pendant 35 
min à 121°C).    
 
10 g d’agar, 250 ml d’eau bi-distillée. 
Le tout doit être stérilisé (autoclavé 
pendant 35 min à 121°C). 
 
4% d’agar fondu, 25 ml de glucose, 5 
ml de 100% adénine, 225 ml de 2,22 X 
SC-Leu-His et 8,33 ml de 60% 
Leucine. 
 
25 ml de glucose, 5 ml de 100% 
adénine, 225 ml de 2,22 X SC-TRP-
URA, 5 ml de 100% Uracile et 240 ml 
d’eau bi-distillée stérile 
 
25 ml de glucose, 5 ml de 100% 
adénine, 225 ml de 2,22 X SC-TRP-








Tableau 3. (Suite) 
Milieu de culture/solution Volume final Composition 
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                   -                    
Solution 1 [pour 2500 ml] :  
30 g d’acétate de potassium, 60 g 
de Difco Bacto agar et 2500 ml 
d’eau bi-distillée. 
 
Solution 2 [pour 500 ml] : 
1,5 g de supplément d’acides 
aminés en poudre (AA- URA- 
TRP), 7,5 ml de 100 X URA, 7,5 
ml de 100 X TRP et 500 ml d’eau 
bi-distillée. 
 
Les deux solutions  doivent être 
stérilisées (autoclavées pendant 40 
min à 121°C). Les deux solutions 
doivent être mélangées + 4% 
d’agar fondu. 
 
25 ml de 40% glucose, 5 ml de 
100% adénine et 475 ml de 1,05% 
YEP. 
 
4% d’agar fondu, 25 ml de 40% 
glucose, 5 ml de 100% adénine et 
225 ml de 2,22% YEP 
 
Tableau 4. Recettes et compositions des solutions utilisées. 
Section Solution Composition 


























2,5 ml de 1M Tris-HCl à pH 
8,0 [10 mM], 0,5 ml de 0,5 M 




1mL de 1M Tris-HCl à pH 8,0 
[10 mM], 0,2 ml de 0,5 M 
EDTA [1mM], 2ml de 5M 
NaCl [100 mM], 10 mL de 
20% Triton X-100 [2%], 5ml 






Tableau 4. (Suite) 
Section Solution Composition 






































































20,4 g d’acétate de Lithium 
dihydrate et 180 ml d’eau bi-
distillée. Le tout doit être 
stérilisé par filtration. 
 
 
50 g de Polyéthylène glycol et 
60 ml d’eau bi-distillée. Le 




9 ml de 0,1M KPO4 pH6,4 et 
1 ml de 37% formaldéhyde. 
 
 
27,8 ml de 1M K2HPO4, 72,2 




17,7 g de K2HPO4 anhydre, 
7,0 g d’acide citrique anhydre, 
218,64 g de sorbitol et 1000 
ml d’eau bi-distillée. Le tout 
doit être stérilisé par filtration. 
 
 
6 ml de 1M K2HPO4 (40 mM 
final), 1,5 ml de 1M KH2PO4 
(10 mM final), 4,5 ml de 5M 
NaCl (150 mM final), 1,5 ml 
1,5 M NaN3 (15 mM final), 
1,5 g de BSA (Frac. V) (1% 
final) et 136,5 ml d’eau bi-




0,203 ml d’IF sorbitol (en 
solution), 0,02 ml de 
Glusulase (Perkin Elmer®) et 
0,002 ml de 0,01 g/ml 
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Cytométrie en flux 










Sytox Green nucleic acid stain 
 
0,1 g de Poly-lysine et 100 ml 
d’eau bi-distillée. Le tout doit 
être stérilisé par filtration. 
 
 
RNase A dans 10 mM de Tris 
pH7,5 et 10 mM MgCl2. 
Bouillie pendant 10 minutes. 
 
 









Tableau 5. Liste des amorces utilisées lors de la PCR mutagène dirigée. 




































































































Créer la mutation L170P dans le locus 
CDC5 endogène et introduire une 
mutation silencieuse à L166 pour enlever 




Créer la mutation L170P dans le locus 
CDC5 endogène et la mutation K171R 
 
 
Créer la mutation L170P dans le locus 
CDC5 endogène et la mutation L169F 
 
 
Créer la mutation L170P dans le locus 




Créer la mutation L170P dans le locus 
CDC5 endogène et la mutation K171M 
 
 
Créer la mutation L170P dans le locus 
CDC5 endogène et la mutation K171E 
 
 
Créer la mutation L170P dans le locus 




Créer la mutation L169G dans le locus 
CDC5 endogène et les mutations L170P et 
K171R. 
 
Créer la mutation L170G dans le locus 
CDC5 endogène et la mutation K171R. 
xl 
 
Tableau 6. Combinaison des amorces utilisées lors de la PCR mutagène dirigée et les 
ADN génomiques mutés. 
Combinaison d’amorces ADN génomique utilisé 
 
 




2584 + 241 
 
 
2585 + 241 
 
 
2603 + 241 
 
 
2604 + 241 
 
 
2605 + 241 
 
 
2606 + 241 
 
 
2607 + 241 
 
 







































 Tableau 7. Liste des amorces utilisées pour le séquençage du locus du gène CDC5 
Amorce Séquence But de son utilisation 
   336 
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      (CDC5-U46) 
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Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 500 pb en 
amont de l’ORF 
(l’origine de réplication) 
 
 
Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 25 pb en 
amont de l’ORF 
 
 
Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 25 pb du 
début de l’ORF 
 
 
Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 1000 pb du 
début de l’ORF 
 
 
Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 1500 pb du 
début de l’ORF 
 
 
Amorce de séquençage 
du locus CDC5. Elle se 
lie à environ 2000 pb du 
début de l’ORF 
 
 
Amorce qui amplifie 
l’ORF du locus CDC5 
 
 
Amorce qui amplifie 
l’ORF du locus CDC5 
 
